Zelluläre Regulation des AT1a-Rezeptors in aortalen glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte by Kurt, Birgül
 
  
Zelluläre Regulation des AT1a-Rezeptors 
 







zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) 
der Naturwissenschaftlichen Fakultät III – Biologie und Vorklinische Medizin –  


























 Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von November 2003 bis Oktober 2007  
unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. A. Kurtz am Lehrstuhl für Physiologie I  




























(Vorsitzender) Prof. Dr. R. Warth      
(Erstgutachter) Prof. Dr. A. Kurtz      
(Zweitgutachter) PD Dr. M. Bucher     


















































1.   EINLEITUNG................................................................................................................ 1 
1.1   Sepsis ......................................................................................................................... 2 
1.1.1   Definition............................................................................................................ 2 
1.1.2   Inzidenz und Epidemiologie............................................................................... 4 
1.1.3   Pathophysiologie ................................................................................................ 4 
1.2   Bakterien - Zellwände ............................................................................................... 5 
1.2.1   Gram-positive Bakterien..................................................................................... 5 
1.2.2   Gram-negative Bakterien.................................................................................... 6 
1.2.2.1   Zellwand - Aufbau....................................................................................... 6 
1.2.2.2   Lipopolysaccharid ....................................................................................... 7 
1.2.2.2.1   O-Antigen ............................................................................................. 8 
1.2.2.2.2   Kern-Polysaccharid .............................................................................. 8 
1.2.2.2.3   Lipid A.................................................................................................. 8 
1.3   Immunreaktion........................................................................................................... 9 
1.3.1   Erkennung von LPS............................................................................................ 9 
1.3.2   Der Transkriptionsfaktor NF-κB ...................................................................... 11 
1.3.3   Proinflammatorische Mediatoren ..................................................................... 12 
1.3.3.1   Zytokine..................................................................................................... 12 
1.3.3.1.1   Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α)............................................... 12 
1.3.3.1.2   Interleukin-1β (IL-1β) ........................................................................ 13 
1.3.3.1.3   Interferon-gamma (IFN-γ).................................................................. 13 
1.3.3.2   Cyclooxygenase-2 und Prostanoide........................................................... 14 
1.3.3.3   Induzierbare NO-Synthase und Stickstoffmonoxid (NO) ......................... 15 
1.3.4   Systemische Reaktion auf proinflammatorische Mediatoren........................... 16 
1.4   Systemische Vasodilatation und arterielle Hypotension bei Sepsis ........................ 17 
1.4.1   Vermittlung der arteriellen Hypotension 
           - Rolle des Stickstoffmonoxids - ...................................................................... 17
1.4.2   Vermittlung der arteriellen Hypotension 
           - Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) - ....................... 18
1.4.2.1   RAAS allgemein........................................................................................ 18 
1.4.2.2   RAAS bei Sepsis ....................................................................................... 19 
1.4.2.2.1   In vivo - Befunde................................................................................ 19 
1.4.2.2.2   In vitro - Versuche.............................................................................. 20 







2.   MATERIAL und METHODEN................................................................................. 23 
2.1   MATERIAL ............................................................................................................ 23 
2.1.1   Plasmide............................................................................................................ 24 
2.1.2   Oligonukleotide ................................................................................................ 25 
2.1.3   Internetdienste und Software ............................................................................ 27 
2.1.4   Medien, Puffer und Lösungen .......................................................................... 27 
2.1.5   Enzyme, Chemikalien und Verbrauchsmaterial ............................................... 29 
2.1.6   Geräte................................................................................................................ 31 
2.2   METHODEN........................................................................................................... 32 
2.2.1   Kultivierung von Organismen und eukariontischen Zellkulturen .................... 32 
2.2.1.1   Anzucht von E. coli Bakterien................................................................... 32 
2.2.1.2   Anzucht und Kultivierung der AVSMC Zellen......................................... 32 
2.2.2   Gentechnische Methoden ................................................................................. 33 
2.2.2.1   Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren ............... 33 
2.2.2.1.1   Isolierung von genomischer DNA aus einer Ratten-Niere................. 33 
2.2.2.1.2   Plasmidpräparation aus E. coli ........................................................... 33 
2.2.2.1.3   DNA-Konzentrationsbestimmung ...................................................... 33 
2.2.2.1.4   Isolierung von Total RNA aus eukariontischen Zellen ...................... 34 
2.2.2.1.5   RNA-Konzentrationsbestimmung ...................................................... 34 
2.2.2.2   Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion ............................ 35 
2.2.2.2.1   Reverse Transkription......................................................................... 35 
2.2.2.2.2   PCR mit dem Expand Long Template PCR System .......................... 35 
2.2.2.2.3   Quantitative Polymerase Kettenreaktion ............................................ 36 
2.2.2.2.4   Erstellen von Mutations- und Deletions-Konstrukten 
                 durch Mutagenese-PCR...................................................................... 36
2.2.2.3   DNA-Sequenz-Analyse ............................................................................. 37 
2.2.2.4   Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten ..................... 37 
2.2.2.5   Elution der DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen...................................... 37 
2.2.2.6   Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen.................................. 37 
2.2.2.7   Ligation von DNA-Fragmenten................................................................. 38 
2.2.2.8   Klonierung des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors 
               in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor............................................................... 38
2.2.2.9   Transformation von E. coli ........................................................................ 38 
2.2.2.10 Transfektion der AVSMC-Zellen.............................................................. 39 
2.2.2.11 Luziferase-Test .......................................................................................... 39 
2.2.3   Fluoreszenzmikroskopische Messung 
           des intrazellulären Kalziums mit Hilfe von Fura-2 .......................................... 40
 III
INHALTSVERZEICHNIS 
3.   ERGEBNISSE.............................................................................................................. 41 
3.1   Zellkultur - Modell:  
        aortale glatte Gefäßmuskelzellen der Ratte ............................................................. 42
3.2   mRNA - Daten......................................................................................................... 43 
3.2.1   Einfluß des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α ................................... 43 
3.2.1.1   mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II 
              bei einem 24h-Zeitgang ............................................................................. 43
3.2.1.2   mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II 
              bei einem 72h-Zeitgang ............................................................................. 45
3.2.1.3   Konzentrations-abhängige mRNA Expression 
              des AT1a-Rezeptors und der NOS II .......................................................... 47
3.2.2   Einfluß der Zytokine einzeln bzw. in Kombination 
           - mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II nach 24h - ............. 48
3.2.3   Rolle von Stickstoffmonoxid............................................................................ 50 
3.2.3.1   Einfluß von SNAP..................................................................................... 50 
3.2.3.1.1   mRNA Expression des AT1a-Rezeptors bei einem 24h-Zeitgang ...... 50 
3.2.3.1.2   Konzentrations-abhängige mRNA Expression des AT1a-Rezeptors .. 51 
3.2.3.2   Einfluß von L-NAME................................................................................ 52 
3.2.4   Bedeutung der MAP-Kinase-Signaltransduktionswege ................................... 53 
3.2.5   Rolle des Transkriptionsfaktors NF-кB............................................................ 54 
3.2.6   Stabilität der AT1a-Rezeptor mRNA ................................................................ 56 
3.3   Promotor-Daten ....................................................................................................... 57 
3.3.1   Generierung des Promotor-Konstrukts p3,55kb............................................... 57 
3.3.1.1   Basale Promotor-Aktivität des p3,55kb-Plasmids..................................... 57 
3.3.1.2   Regulation der Promotor-Aktivität des p3,55kb-Plasmids........................ 59 
3.3.1.2.1   Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α......................................... 59 
3.3.1.2.2   Zytokin-Kombinationen sowie der NO-Donor SNAP ....................... 60 
3.3.2   Generierung von Deletions-Konstrukten 
           - p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb und p0,075kb - ................................................... 61
3.3.2.1   Aktivität der Promotor-Konstrukte 
              bei Gabe des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α .......................... 62
3.3.2.2   Aktivität der Promotor-Konstrukte bei Gabe des Zytokins IFN-γ ............ 63 
3.3.2.3   Aktivität der Promotor-Konstrukte bei Gabe des Zytokins TNF-α........... 64 
3.3.2.4   Aktivität der Promotor-Konstrukte bei Gabe von NO............................... 65 
3.4   AT1-Rezeptor vermittelte Ca2+-Freisetzung ............................................................ 66 
3.4.1   Wirkung von Ang II zusammen mit PD123319 bzw. Losartan ....................... 66 
3.4.2   Wirkung von Ang II bei Zytokin-behandelten Zellen ...................................... 67 
 IV
INHALTSVERZEICHNIS 
4.   DISKUSSION............................................................................................................... 68 
4.1   mRNA-Daten........................................................................................................... 69 
4.2   Promotor-Daten ....................................................................................................... 74 
4.3   AT1-Rezeptor vermittelte Ca2+-Freisetzung ............................................................ 79 
5.   ZUSAMMENFASSUNG............................................................................................. 80
 
6.   LITERATURVERZEICHNIS ................................................................................... 83
 
ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS ............................................................................................ 95 
PUBLIKATIONEN ............................................................................................................... 97 
DANKSAGUNG.................................................................................................................... 98 







































1.   EINLEITUNG 
1.1   Sepsis 
 
Die Reaktion des Körpers auf eine generalisierte Infektion mit dem Nachweis von 
Mikroorganismen wird als Sepsis bezeichnet.  
Das Krankheitsbild der Sepsis entsteht, indem eine an sich sinnvolle Abwehrreaktion des 
Körpers aus der Kontrolle physiologischer Inhibitormechanismen gerät und damit in 
überschießender und generalisierter Form nicht mehr nur die auslösenden Pathogene 
bekämpft, sondern auch eine Schädigung körpereigener Zellen und sogar Organe 
verursacht (Schuster und Müller-Werdan, 1999). 
 
1.1.1   Definition 
 
Das klinische Bild der Sepsis wurde bereits von Hippokrates (460-377 v. Chr.) als 
"Wundfäule" eingeführt, wobei „die Krankheit tödlich” verläuft, „wenn der Körper 
innerlich heiß und außen kalt ist”.  
Eine Definition von Rudolf Virchow (1856) lautet: „Die inficirenden, faulenden Säfte 
dringen in die Gewebselemente ein, wahrscheinlich meist in Folge specifischer Affinität 
der Stoffe, und erregen in ihnen neue Entwicklungsvorgänge, ganz nach Art des Samens“. 
Die klassische Definition der Sepsis geht auf Schottmüller aus dem Jahre 1914 zurück: 
“Eine Sepsis liegt dann vor, wenn sich innerhalb des Körpers ein Herd gebildet hat, von 
dem konstant oder periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und zwar 
derart, daß durch diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen 
ausgelöst werden.“  
Nach heutigem Verständnis ist die Sepsis „… die Gesamtheit der lebensbedrohlichen 
klinischen Krankheitserscheinungen und pathophysiologischen Veränderungen als 
Reaktion auf die Aktion pathogener Keime und ihrer Produkte, die aus einem 
Infektionsherd in den Blutstrom eindringen, die großen biologischen Kaskadensysteme 
und spezielle Zellsysteme aktivieren und die Bildung und Freisetzung humoraler und 
zellulärer Mediatoren auslösen“ (Schuster und Müller-Werdan, 1999). 
Die aktuelle Definition der Sepsis wurde 1992 auf einer internationalen Konsensus-
Konferenz von zwei großen amerikanischen Fachgesellschaften, dem American College of 
Chest Physicians (ACCP) und der Society of Critical Care Medicine (SCCM), festgelegt 
(ACCP/SCCM, 1992).  
 
Weiterhin erfolgt eine Einteilung der Sepsis je nach Schweregrad in Sepsis, schwere Sepsis 
und septischer Schock.  
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eine systemische Reaktion auf eine Infektion, die durch 2 oder mehr  
der folgenden Symptome gekennzeichnet ist:                                                     
 1. Körpertemperatur > 38,0°C oder < 36,0°C 
 2. Herzfrequenz > 90/min 
 3. Atemfrequenz > 20/min oder paCO2 < 32 mm Hg 
 4. Leukozyten > 12000/mm3 oder < 4000/mm3,  
     oder > 10% unreife (stabförmige) Formen 
schwere Sepsis Sepsis, assoziiert mit  
   Organdysfunktion, Minderperfusion, oder Hypotonie.  
   Die Hypoperfusion kann sich z.B. als Hypoxämie, Oligurie,      
   Laktazidose oder akute Verwirrtheit präsentieren. 
septischer Schock schwere Sepsis + arterielle Hypotension trotz adäquater Flüssigkeitszufuhr:  
   systolischer Druck < 90 mm Hg,  
   mittlerer Druck < 60 mm Hg oder  
   Abfall des systolischen Drucks > 40 mm Hg des Ausgangswertes. 
         
Tabelle 1.1   Diagnosekriterien für Sepsis, schwere Sepsis und septischen Schock (mod. nach 19)      
         entsprechend den ACCP/SCCM Konsensus-Konferenz Kriterien 
 
Abzugrenzen vom Begriff der Sepsis ist der des SIRS („Systemic Inflammatory Response 
Syndrome“), einer systemischen Entzündungsreaktion, die zwar ebenfalls durch zwei oder 
mehr der oben genannten Symptome der Sepsis charakterisiert ist, jedoch nicht durch eine 
Infektion, sondern durch verschiedene schwere klinische Insulte wie Trauma, 
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1.1.2   Inzidenz und Epidemiologie  
 
Trotz aller Fortschritte der modernen Medizintechnik und der Entwicklung neuer 
Medikamente hat sich im 20. Jahrhundert die Letalität der Sepsis und des septischen 
Schocks kaum verändert. 
Auch heute noch sind Sepsis und septischer Schock mit einer hohen Sterblichkeit assoziiert 
und auf nicht kardiologischen Intensivstationen die häufigste Todesursache (Brun-Buisson 
et al., 1995). 
 
Die Prävalenz der Sepsis in den USA wird auf ca. 750.000 pro Jahr geschätzt  
(Angus et al., 2001). Mit einer Inzidenz von ca. 3 auf 1.000 Einwohner ist die Sepsis eine 
häufigere Erkrankung als der Darmkrebs, der Brustkrebs oder AIDS. 
In den USA versterben ca. 215.000 Menschen jährlich an den Folgen einer Sepsis, 
vergleichbar der Sterblichkeit bei akutem Herzinfarkt. Die geschätzten Krankenhauskosten 
betragen ca. 16,7 Milliarden Dollar. 
 
Allein in Deutschland erkranken jedes Jahr zwischen 44.000 und 95.000 Menschen an 
schwerer Sepsis, und 30–50% dieser Patienten versterben während ihres 
Krankenhausaufenthalts (Moerer und Burchardi, 2004). Die jährlichen Behandlungskosten 
werden hierzulande auf 1,1 bis 2,45 Milliarden Euro geschätzt. 
 
1.1.3   Pathophysiologie  
 
Unter normalen Umständen ist das Immunsystem des Körpers in der Lage, eingedrungene 
Erreger (Bakterien, Pilze oder Protozoen) durch verschiedene Mechanismen in Schach zu 
halten.  
 
Jedoch kann sich aus zunächst harmlosen infektiösen Entzündungen eine Sepsis 
entwickeln, wenn eine oder mehrere von den nachfolgenden vier Bedingungen vorliegen: 
∙ eingeschränkte Immunabwehr 
∙ massive Infektion mit vielen oder aggressiven Erregern 
∙ Eindringen der Erreger in strukturell schlecht geschützte Körperregionen        
   (beispielsweise Bauchhöhle, Gehirn, Lunge) 
∙ fehlende Behandlung und schrittweises Überwinden der Immunabwehr. 
 
Wenn es dem Körper nicht gelingt, eine Infektion auf den Ursprungsort zu begrenzen 
(etwa bei der Lungenentzündung auf die Lunge oder bei einer Mandelentzündung auf die 
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Mandeln), kommt es in der Folge, meist über den Blutkreislauf, zu einer Ausbreitung der 
Infektion auf den gesamten Körper. 
Die außer Kontrolle geratene Entzündungsreaktion des Immunsystems führt im Körper zu 
Schwellungen, Durchblutungsstörungen und Sauerstoffmangel, ohne daß sie der 
Erregerbekämpfung nützte. 
Sind einmal lebenswichtige Organe davon betroffen, kann der daraus folgende Verlust 
ihrer Funktionsfähigkeit schnell zum eigentlichen begrenzenden Faktor für das Überleben 
der Patienten werden. 
 
Die Sepsis wird zu 4-16% polymikrobiell oder durch Pilze, zu 10% durch unbekannte 
Erreger, zu 6-24% durch Gram-positive Bakterien und zu 30-80% durch Gram-negative 
Bakterien hervorgerufen (Glauser et al., 1991).  
 
1.2   Bakterien - Zellwände 
 
Die Zellwand der Bakterien enthält als wesentlichen Baustein ein netzwerkartig angelegtes 
und als Sack ausgebildetes Makromolekül (Sacculus), das entweder als Peptidoglykan 
(PG) oder als Murein bezeichnet wird. 
Die Evolution hat Eubakterien mit zwei ultrastrukturell verschiedenen Zellwandaufbau-
Prinzipien hervorgebracht.  
Mittels eines Färbeverfahrens nach Gram lassen sich Keime je nach Zellwand-Architektur 
in Gram-positive und Gram-negative Bakterien differenzieren.  
 
1.2.1   Gram-positive Bakterien 
 
Gram-positive Bakterien besitzen ein der Membran aufgelagertes dickes (20-28 nm), 
mehrschichtiges Peptidoglykan-Netzwerk, das als Zellwand-Hauptstrukturkomponente die 
Zelle umgibt. Ihre Dicke kann diejenige der PG-Schicht von Gram-negativen Bakterien bis 
zum 40-fachen übertreffen. Die Zellwand stellt in diesem Falle bis zu 70% des 
Trockengewichts dar. 
Ein funktionell bedeutsamer Bestandteil der Zellwand Gram-positiver Bakterien ist die 
Lipoteichonsäure, die in der Außenseite der Zytoplasma-Membran verankert ist.  
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1.2.2   Gram-negative Bakterien 
 
1.2.2.1   Zellwand - Aufbau 
 
Im Gegensatz zu Gram-positiven Bakterien besitzen die Gram-negativen nur eine sehr 
dünne Mureinschicht (2 nm). 
Der Zellwandaufbau unterscheidet sich auch darin, daß der Mureinsacculus von einer 
äußeren Membran begrenzt wird (Charakteristikum der Gram-negativen Zellwand).  
Die äußere Membran enthält u. a. Lipoprotein, Phospholipide und Lipopolysaccharide 
(LPS) (Abb. 1.1). LPS spielt eine essentielle Rolle bei der bakteriellen Erkennung und ist 
hauptverantwortlich für die Aktivierung der angeborenen Immunität durch Gram-negative 
Bakterien.       





     Periplasma 
 
           


















     Transport-Protein    
 
 
Abb. 1.1   Schematische Darstellung des Zellwandaufbaus Gram-negativer Bakterien  
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1.2.2.2   Lipopolysaccharid 
 
Lipopolysaccharid ist ein thermostabiles Glykolipid, das sich aus einem hydrophoben 
Lipidanteil und einer kovalent gebundenen hydrophilen Polysaccharid-Region 
zusammensetzt.  
Die historische Bezeichnung für LPS lautet Endotoxin. Sie ist in doppelter Weise 
irreführend, da es erstens nicht in den Bakterien vorliegt und zweitens im 
pharmakologischen Sinn kein Gift darstellt. Endotoxin ist ein integraler, evolutionär stark 
konservierter Bestandteil der äußeren Membran Gram-negativer Bakterien und wird 
hauptsächlich bei Zellteilung oder Lyse der Bakterien freigesetzt. Da LPS von den 
Bakterien nicht aktiv abgegeben wird, wurde es als endogener Stoff verstanden und den 
Exotoxinen, die sezerniert werden, gegenüber gestellt (Pfeiffer, 1892). 
Die folgende Abbildung gibt einen schematischen Überblick über die Struktur von LPS. 
 








A bb. 1.2   Chemische Struktur von LPS  
LPS besteht aus dem Polysaccharidanteil (O-Antigen, äußere Kernregion, innere Kernregion) und Lipid A. 
Das O-Antigen wird aus bis zu 50 (n) Oligosacchariden, die sich aus drei bis acht verschiedenen 
Einzelzuckern zusammensetzen, gebildet. Der äußere Kern enthält die häufig vorkommenden Saccharide 
Glukose, Galaktose, Glukosamin und Galaktosamin, während der innere Kern den in der Natur selten 
synthetisierten Zucker Ketodesoxyoctonsäure (Kdo) und Heptosereste, die phosphoryliert sein können, 
enthält. Das Grundgerüst des Lipid A ist ein phosphoryliertes Glukosamindisaccharid, welches vier 
Fettsäurereste trägt, von denen zwei wiederum sekundär acyliert sind. 
 
Es lassen sich drei Regionen des Moleküls voneinander abgrenzen (Alexander et al., 2001; 
Heine et al., 2001):   
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1.2.2.2.1   O-Antigen 
 
Das O-Antigen ist aus einer unterschiedlichen Anzahl von Wiederholungen einer Oligo-
saccharideinheit zusammengesetzt, die aus 2 bis 8 Zuckermonomeren besteht.  
Es besteht eine große Variationsbreite in Beschaffenheit und Länge bei verschiedenen 
Bakterienstämmen, die die Möglichkeit bietet, unterschiedliche Spezies anhand ihres  
O-Antigens serologisch zu klassifizieren. Dabei stellen die Bezeichnungen der 
Bakterienstämme immunologische Klassifizierungen dar, die angeben, welcher Antikörper 
welchen Stamm erkennt. Zwar benötigen Bakterien für das Überleben in vivo ein  
O-Antigen, in vitro dagegen können sie auch ohne überleben.  
Varianten mit kurzem O-Antigen werden als rauhe Form („rough“-) bezeichnet, diejenigen 
mit langen O-spezifischen Seitenketten als glatte Form („smooth“), weil glänzende 
Oberflächen ihre Kolonien kennzeichnen. Das lange O-Antigen der glatten Form stellt 
einen potenten Virulenzfaktor dar, der Resistenz gegen Komplementfaktoren vermittelt 
(McCallum et al., 1989). Das O-Antigen ist allerdings nicht notwendig für die 
Entzündungsaktivität des LPS. 
 
1.2.2.2.2   Kern-Polysaccharid 
 
Wie das O-Antigen ist auch das Kern-Polysaccharid nicht notwendig für die 
entzündungsfördernde Eigenschaft von LPS.  
Es besteht aus 10 oder mehr unterschiedlichen Zuckermolekülen und einer variablen 
Anzahl an Phosphat- und Ethanolamin-Resten. Es liegt zwischen dem O-Antigen und dem 
Lipid A. Kernregion und O-Antigen bilden den hydrophilen Teil des amphiphilen 
Lipopolysaccharids. 
 
1.2.2.2.3   Lipid A 
 
Für die biologische Wirkung des LPS ist das Lipid A verantwortlich  
(Rietschel et al., 1985 und 1987), das auch als Anker dient, um das LPS-Molekül in der 
äußeren Bakterienmembran zu befestigen.  
Es ist zusammengesetzt aus zwei Glukosamin-Phosphat-Resten, an denen meistens sechs 
Fettsäureketten gebunden sind, die eine Länge von etwa 12 bis 14 C-Atomen aufweisen. 
Diese Region und auch die Enzyme seiner Biosynthese sind bei Enterobacteriaceae hoch 
konserviert. Mutationen sind in den meisten der Lipid-A-Biosynthese-Genen tödlich 
(Onishi et al., 1996).  
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Für die endotoxische Aktivität des Lipid A spielt neben der Anzahl, Position und der 
Kettenlänge der Fettsäuren auch die Form des Lipid A eine entscheidende Rolle 
(Somerville et al., 1996).  
Wenn Gram-negative Bakterien sich vermehren oder sterben, wird LPS und somit Lipid A 
freigesetzt (Freudenberg et al., 1991). LPS ist eine der stärksten bioaktiven Substanzen 
überhaupt; es ruft im Organismus schon bei niedrigsten, pikomolaren Konzentrationen 
heftige Immunreaktionen hervor.  
 
1.3   Immunreaktion  
 
Die Erkennung von bakteriellen Pathogenitäts-Faktoren durch das angeborene 
Immunsystem ist Voraussetzung für die Induktion einer adäquaten Immunantwort, die zur 
Beseitigung des eingedrungenen Pathogens führen soll.  
Lipopolysaccharid ist ein starker Aktivator des Immunsystems, wobei die wesentlichen 
Zielzellen die Monozyten/Makrophagen sind. Diese immun-kompetenten Zellen werden 
über spezifische Oberflächenrezeptoren aktiviert. 
 
1.3.1   Erkennung von LPS 
  
Freies Endotoxin bindet an das Serumprotein „Lipopolysaccharid-bindendes Protein“ 
(LBP).Wesentlicher LPS-bindender Rezeptor auf den Monozyten ist der CD14 Rezeptor, 
an den der Komplex aus LPS und LBP bindet. Nach Bindung des LPS/LBP-Komplexes an 
den CD14-Rezeptor kommt es zu einer Aggregation des CD14-Rezeptors, eines 
Adapterproteins MD2 und des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR-4), der für die transmembranöse 
Signaltransduktion verantwortlich ist (Poltorak et al., 1998; Rensing und Bauer, 2001).  
Die Bindung des Liganden an TLR-4 führt zur Konformationsänderung der intrazellulären 
Domäne mit nachfolgender Rekrutierung von Adapterproteinen, die sich an der 
intrazellulären Domäne des Toll-Rezeptors anlagern (Abb. 1.3).  
Das zentrale Adaptermolekül des TLR ist das Myeloid-Differenzierungsprotein (MyD88). 
Nach Rekrutierung von MyD88  kommt es zur Bindung und damit zur 
Autophosphorylierung der Serin-Threonin Kinase IRAK (IL-1 Rezeptor assoziierte 
Kinase) (Palsson-McDermott und O’Neill, 2004). 
Durch diese Autophosphorylierung löst sich IRAK vom Rezeptor-Komplex und interagiert 
nun mit TRAF6 (TNF Rezeptor assoziierter Faktor 6). 
Die nachfolgende Signaltransduktion kann in verschiedene Richtungen laufen.  
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Ein Signalweg, der von TRAF6 ausgehen kann, ist die Aktivierung von Proteinkinasen der 
Familie der MAP-Kinasen (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen) (Kopp et al., 1999).  
Dies führt schließlich zur Induktion von Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 (Aktivator 
Protein-1) und Elk-1 (Elk-1 member of ETS oncogene family), welche die Expression 
verschiedener Gene der Immunantwort regulieren (Guha und Mackman, 2001). 
 
Ein weiterer Signalweg aktiviert über die Kinase TAK1 (transforming growth factor-β 
activated kinase) die I-кB -Kinasen α und β, welche zusammen mit IKKγ den sog. IKK-
Komplex bilden. Dieser IKK-Komplex phosphoryliert das Inhibitorprotein кB (I-кB), 
welches mit dem Transkriptionsfaktor NF-кB (Nuklear Faktor кB) assoziiert vorliegt. 
Durch diese Phosphorylierung löst sich der Inhibitor vom Nuklear Faktor кB und 
ermöglicht so die Translokation von NF-кB in den Zellkern. Aktivierung des Nuklear 
Faktors κB führt zu einer exzessiven Produktion proinflammatorischer Mediatoren 














Abb. 1.3   Signaltransduktion über den Toll-like-Rezeptor-4 
 
Die Bindung des Liganden an TLR-4 führt zur Assoziation der Adaptermoleküle TIRAP, MyD88, IRAK und 
TRAF6.  
Durch Aktivierung des IKK-Komplexes wird das inhibitorische Protein I-κB phosphoryliert und abgebaut, 
wodurch der Transkriptionsfaktor NF-κB freigesetzt wird und in den Zellkern translozieren kann.  
TRAF6 aktiviert auch Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (ERK 1/2, p38 MAPK und SAPK/JNK), die 
ihrerseits verschiedene Transkriptionsfaktoren wie z.B. AP-1 phosphorylieren. 
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1.3.2   Der Transkriptionsfaktor NF-κB  
 
Die Transkription - Synthese von messenger-RNA aus der DNA im Zellkern - wird von 
Proteinen kontrolliert, die als Transkriptionsfaktoren bezeichnet werden.  
NF-κB als Transkriptionsfaktor wurde erstmals als Regulator bei der Expression von 
kappa-Leichtketten in B-Lymphozyten identifiziert (Sen und Baltimore, 1986). 
Mittlerweile weiß man, daß NF-κB ein im Organismus ubiquitär vorkommender 
Transkriptionsfaktor ist, der eine wichtige Rolle bei inflammatorischen Prozessen 
spielt. 
 
NF-κB ist ein dimerer Transkriptionsfaktor, dessen Untereinheiten aus Proteinen der 
Rel-Familie bestehen. Derzeit sind fünf Mitglieder der NF-κB Familie in Säugetieren 
identifiziert, welche NF-κB1 (p50/p105), NF-κB2 (p52/p100), Rel A (p65), Rel B und 
c-Rel einschließen (Baldwin, 1996). Die Mitglieder dieser Rel-Familie zeichnen sich alle 
durch eine gemeinsame Rel-Homologiedomäne aus, welche für die DNA-Bindung, die 
Interaktion mit dem Inhibitorprotein кB (I-κB) und die Dimerisierung verantwortlich ist 
(Phelps et al., 2000). 
Rel A, Rel B und c-Rel werden auch als Rel-Proteine bezeichnet und enthalten - im 
Gegensatz zu NF-κB1 und NF-κB2 - neben der Rel-Homologie-Domäne auch noch 
mindestens eine Transaktivierungsdomäne. 
Obwohl viele verschiedene Dimere möglich sind, beobachtet man sehr häufig eine 
Kombination aus einem Nicht-Rel-Protein (NF-κB1 oder NF-κB2) und einem Rel-Protein; 
klassisches Beispiel ist das p50/RelA-Heterodimer. 
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB führt zu einer Hochregulation von 
Zielgenen, die bei der Entstehung und Perpetuierung einer Entzündungsreaktion beteiligt 
sind. 
 
Zu den Zielgenen, die von NF-κB reguliert werden, gehören unter anderem die Zytokine 
TNF-α und IL-1β (Collins et al., 1995; Senftleben und Karin, 2002). Aber auch die 
Genexpression der Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Crofford et al., 1997; Newton et al., 1997) 
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1.3.3   Proinflammatorische Mediatoren 
 
1.3.3.1   Zytokine 
 
Pathogene induzieren über Monozyten und Makrophagen die Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB, der zu einer exzessiven Produktion proinflammatorischer 
Zytokine führt. 
Zytokine sind Proteine bzw. Glykoproteine, die der Kommunikation und Interaktion von 
Immun-Zellen dienen und somit bei der Induktion und Regulation von Entzündungs-
prozessen eine entscheidende Rolle spielen. 
 
Nachfolgend werden einzelne Zytokine vorgestellt, die im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit untersucht wurden. 
 
1.3.3.1.1   Tumor Nekrose Faktor-alpha (TNF-α) 
 
TNF-α ist ein nicht-glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa 
(Goeddel et al., 1986).  
Die aktive Form ist das Homotrimer, während Monomere nicht aktiv sind.  
Bei TNF-α handelt es sich um ein hochwirksames Zytokin, das nach Kontakt mit einem 
Pathogen oder anderen Zytokinen bevorzugt in Makrophagen, Lymphozyten, NK-Zellen 
und neutrophilen Granulozyten gebildet wird und seine Wirkungen sowohl lokal als auch 
systemisch ausübt (Aggarwal und Natarajan, 1996; Männel et al., 1990).  
In niedrigen Konzentrationen dient TNF-α der autokrinen und parakrinen Regulation von 
Entzündungszellen im Gewebe. Mittels der durch TNF-α initiierten Expression von 
Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen und der Aktivierung eingewanderter Leukozyten 
kommt es zur weiteren Zytokin-Ausschüttung und zur Akkumulation von 
Entzündungszellen am Ort der Inflammation (Vassalli, 1992). 
In größeren Mengen kann TNF-α in den Blutkreislauf gelangen und so systemisch 
wirksam werden. Dies führt u.a. durch Temperatursollwertverstellung im Hypothalamus 
zur Fieberinduktion und zur Ausschüttung weiterer Zytokine wie Interleukin-1 (IL-1) und 
IL-6. Weiterhin beeinflusst TNF-α die Gerinnung, bewirkt eine katabole Stoffwechsellage 
und führt direkt - oder indirekt durch Induktion von Mediatoren wie Stickstoffoxid (NO) - 
über die Reduktion des Gefäßmuskeltonus und der Myokardkontraktilität zur Abnahme des 
Blutdrucks.  
 12
1.   EINLEITUNG 
Bei massiver TNF-α-Ausschüttung kann es so zu verminderter Gewebeperfusion und zu 
Gerinnungsstörungen bis hin zum Multiorganversagen und Schock kommen (Vassalli, 
1992; Parrillo, 1993; Hack et al., 1997). 
Darüber hinaus übt TNF-α auch eine zytotoxische Wirkung auf Tumorzellen aus, 
woraufhin dieses Zytokin seinen Namen erhalten hat. 
 
1.3.3.1.2   Interleukin-1β (IL-1β) 
 
IL-1β ist ein nicht-glykosyliertes Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 17 kDa 
(Dinarello, 1997).  
Bei seiner Synthese entsteht zunächst Pro-IL-1β (ca. 31 kDa), von dem dann IL-1β durch 
das Interleukin-Converting-Enzym (ICE) abgespalten wird (Thornberry et al., 1992). 
Gebildet und freigesetzt wird IL-1β hauptsächlich von Monozyten bzw. Makrophagen, 
jedoch sind auch neutrophile Granulozyten, Fibroblasten, Gefäßendothelzellen und 
Keratinozyten in der Lage, IL-1β zu produzieren. Es gibt viele Stimuli, die zur Freisetzung 
von IL-1β in die Umgebung bzw. ins Blut führen, darunter z.B. der Kontakt mit 
Mikroorganismen, Endotoxinen oder anderen Zytokinen. Zwei Typen von Interleukin-1-
Rezeptoren, IL-1-Rezeptor Typ I (IL-1R1) und Typ II (IL-1R2), die sich an den 
Membranen verschiedenster Zielzellen befinden (Sims und Dower, 1994), vermitteln 
die einzelnen Wirkungen von IL-1β, welche sich zum großen Teil mit denen des TNF-α 
decken. IL-1β mobilisiert und aktiviert Effektorzellen (z.B. Makrophagen, neutrophile 
Granulozyten) und induziert die Produktion bzw. Freisetzung von weiteren 
Entzündungsmediatoren (z.B. Zytokine, Akute-Phase-Proteine, Prostaglandine, reaktive 
Sauerstoff- und Stickstoffderivate). 
 
1.3.3.1.3   Interferon-gamma (IFN-γ) 
 
Bei IFN-γ handelt es sich um ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von ca.  
17 kDa.  
Es wird in T-Lymphozyten und NK-Zellen produziert und von diesen nach Aktivierung 
durch Zytokine freigesetzt (Schroder et al., 2004). Rezeptoren für IFN-γ befinden sich auf 
vielen hämatopoetischen Zellen wie B- und T-Lymphozyten, Makrophagen, neutrophilen 
Granulozyten und NK-Zellen, aber auch auf Endothelzellen. Obwohl Interferone 
vorwiegend bei der Regulierung spezifischer Immunantworten eine Rolle spielen, sind sie 
auch im Bereich der unspezifischen Abwehr von Bedeutung, wenn sie von NK-Zellen 
sezerniert werden (Trinchieri, 1989). IFN-γ steigert die Tätigkeit von Makrophagen und 
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neutrophilen Granulozyten (Boehm et al., 1997) und damit die Freisetzung reaktiver 
Sauerstoff- und Stickstoffspezies.  
 
Bei der Freisetzung der Zytokine nach einem Entzündungsreiz wird eine gewisse zeitliche 
Reihenfolge eingehalten. TNF-α und IL-1β werden zuerst sezerniert, auf deren Reiz hin 
weitere Zytokine und im weiteren Verlauf auch sekundäre Entzündungsmediatoren (z.B. 
Prostanoide, Stickstoffmonoxid) folgen. 
 
1.3.3.2   Cyclooxygenase-2 und Prostanoide 
 
Cyclooxygenasen (COX) sind bifunktionelle Membranproteine, welche unter Einbau von  
2 Sauerstoffmolekülen die Bildung von Prostaglandinen, Prostazyklin und Thromboxan A2 
aus der Arachidonsäure katalysieren (Smith et al., 2000) (Abb. 1.4).  
Dabei werden zwei Reaktionsschritte unterschieden, die durch unterschiedliche Domänen 
des Cyclooxygenase-Proteins katalysiert werden: 
• Die Cyclooxygenasereaktion, bei der es zur Ausbildung des C-5 Ringsystems kommt und 
bei der das Prostaglandin-G2 (PGG2) entsteht, und 
• Die Peroxidasereaktion, bei der die Peroxidfunktion am C-15 zum Alkohol reduziert 
wird; das Reaktionsprodukt wird als Prostaglandin-H2 (PGH2) bezeichnet. 
 









Abb. 1.4   Synthese von Prostaglandinen, Prostazyklin und Thromboxan A2 aus                    
                 Arachidonsäure durch die Cyclooxygenase 
 
Von der Enzymfamilie der Cyclooxygenasen existieren 3 Isoformen (COX-1, COX-2 und 
COX-3), die sich darin unterscheiden, ob sie konstitutiv exprimiert oder nur bei Bedarf  
induziert werden. 
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Die COX-2 ist die induzierbare Isoform dieser Enzymfamilie und wird in vielen Zelltypen 
(Monozyten, Endothelzellen oder Fibroblasten) durch Entzündungsmediatoren wie LPS 
(Lee et al., 1992) und Zytokine (TNF-α, IL-1β) induziert (Lyons-Giordano et al., 1993; 
Topley et al., 1994). 
Über COX-2 werden verschiedene Prostaglandine wie das Prostaglandin-E2 oder 
Prostazyklin synthetisiert. Ihren Namen erhielten die Prostaglandine, weil sie zunächst im 
Sekret der Prostata (Vorsteherdrüse) entdeckt wurden. Wie man jedoch heute weiß, handelt 
es sich bei den Prostaglandinen um Gewebshormone, die nahezu in allen Organen 
vorkommen. Sie nehmen Einfluss auf viele Vorgänge im Körper, unter anderem auf 
Schmerzzustände, Entzündungen und die Weitstellung von Blutgefäßen. 
 
1.3.3.3   Induzierbare NO-Synthase und Stickstoffmonoxid (NO) 
 
Die NO-Synthasen katalysieren die Umwandlung der Aminosäure L-Arginin zu L-Citrullin 
und produzieren dabei Stickstoffmonoxid (Moncada et al., 1991; Nathan und Xie, 1994) 
(Abb. 1.5).  
Es existieren 3 Isoformen – NOS I, NOS II und NOS III – die sich u.a. darin 
unterscheiden, ob sie konstitutiv exprimiert oder bei Bedarf  induziert werden. 
Die konstitutiven NO-Synthasen (NOS I in Nervenzellen, NOS III in Endothelzellen) 
haben homöostatische Regulationsaufgaben für Blutfluß, Plättchenfunktion und 
Signalübertragung im Nervensystem; die NO-Freisetzung der konstitutiven Isoenzyme 
wird durch Beeinflussung der Enzymaktivität gesteuert. 
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Im Gegensatz zu den konstitutiven NO-Synthasen wird die NOS II nur bei Bedarf 
exprimiert (Förstermann et al., 1994; Nathan, 1992; Pfeilschifter et al., 1996). 
Inzwischen ist bekannt, daß viele verschiedene Zelltypen dazu in der Lage sind, die 
NOS II zu exprimieren, z.B. Monozyten, Makrophagen, Fibroblasten und Muskelzellen. 
Die induzierbare NO-Synthase wird im Rahmen entzündlicher Prozesse de novo 
synthetisiert. Der Synthesereiz geht von verschiedenen Entzündungsmediatoren aus, 
darunter LPS (Ermert et al., 2002; Hickey et al., 1997; Hollenberg et al., 2000) und auch 
Zytokine (Robbins et al., 1994). 
Stickstoffmonoxid ist ein wichtiger Mediator des Immunsystems. Die Synthese 
von NO, einem einfachen Radikal mit vielfältigen Funktionen in physiologischen und 
pathologischen Prozessen, stellt einen unspezifischen Mechanismus der Immunantwort 
dar; NO wirkt vasodilatierend und antithrombotisch und spielt damit am Entzündungsort 
eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Durchblutung und der Blutgerinnung 
(Clancy et al., 1998; Kroncke et al., 1995). 
 
1.3.4   Systemische Reaktion auf proinflammatorische Mediatoren 
 
Ein stark erhöhter systemischer LPS-Spiegel im Blut kann beim Menschen zu einer 
unkontrollierten, extremen Aktivierung von Entzündungsmediatoren führen. Dies setzt 
eine Mediatorkaskade in Gang, die zur Sepsis führen kann. 
Zytokine sind vorteilhaft für den Organismus, solange sie in geringen Ausmaßen und 
begrenzt auf einen lokalen Entzündungsherd sezerniert werden. Dann stimulieren sie das 
Abwehrsystem dazu, eindringende Krankheitserreger zu zerstören.  
Bei der Endotoxinämie werden sie aber systemisch ausgeschüttet und bergen so das 
Risiko, die Homöostase des Organismus schwer zu stören. 
Diejenigen Reaktionen, welche bei der lokalen Entzündung vorteilhaft für die Bekämpfung 
der Infektion waren, stellen sich systemisch als Nachteil heraus:  
 
Vasodilatation und erhöhte Kapillarpermeabilität verursachen Hypovolämie und 
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1.4   Systemische Vasodilatation und arterielle Hypotension bei Sepsis 
 
 
Der septische Schock, die schwerste Form der Sepsis, ist definiert als Sepsis mit einem 
Kreislaufversagen aufgrund einer arteriellen Hypotonie und einem Multiorganversagen 
(Parrillo, 1993). 
Das Ausmaß der arteriellen Hypotension korreliert dabei mit dem Ausmaß des 
Multiorganversagens und dieses wiederum mit der Mortalitätsrate (Beal und Cerra, 1994). 
Das therapeutische Ziel ist daher, eine Stabilisierung des Blutdrucks zu erreichen, indem 
der Perfusionsdruck durch eine adäquate Volumensubstitution in Kombination mit 
Vasokonstriktoren erhöht wird. 
Die Blutdruckwirksamkeit von Katecholaminen ist jedoch während Sepsis deutlich 
eingeschränkt (Nelson et al., 1991; Schaller et al., 1985). 
Darüber hinaus ist auch die Blutdruckantwort auf andere Vasokonstriktoren wie 
Vasopressin und Angiotensin II während Sepsis reduziert (Tarpey et al., 1998; Hollenberg 
et al., 1997). 
Die Ursachen für diese vaskuläre Hyporeaktivität auf Vasokonstriktoren, auch Vasoplegie 
genannt, sind derzeit nicht schlüssig bekannt. 
 
1.4.1   Vermittlung der arteriellen Hypotension                                                                             
            - Rolle des Stickstoffmonoxids - 
 
Bei der Entstehung der arteriellen Hypotension während Sepsis wird Stickstoffmonoxid 
eine maßgebliche Rolle zugeordnet. Die Gabe von Lipopolysaccharid (LPS) führt über 
eine vermehrte Expression der NOS II in nahezu allen Organen zu einer überschießenden 
Bildung von NO (Liu et al., 1993), was eine Vasodilatation mit Blutdruckabfall zur Folge 
hat (Moncada et al., 1991). 
Im Tierversuch wurde eine Aufhebung der Sepsis-induzierten arteriellen Hypotension 
durch Hemmung der NO-Synthese beschrieben (Teale und Atkinson, 1994). 
Eine große Multicenterstudie wurde jedoch wegen einer erhöhten Mortalität bei Patienten, 
die mit dem unspezifischen NOS-Inhibitor L-Nitrosoaminomethylester (L-NAME) 
behandelt wurden, gestoppt.  
Darüber hinaus belegen mehrere Untersuchungen, daß die arterielle Hypotension sowie 
auch die vaskuläre Hyporeaktivität während Sepsis durch Hemmung der NO-Synthese 
nicht oder nur unvollständig aufgehoben werden können (Bucher et al., 2001; Fox et al., 
1994; Pedoto et al., 1998; Scott und McCormack, 1999; Thiemermann et al., 1993).  
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Diese Befunde weisen darauf hin, daß zusätzlich zur vasodilatierenden Wirkung von NO 
weitere Mechanismen zur vaskulären Hyporeaktivität beitragen könnten. So könnte auf der 
Seite der Vasokonstriktoren die Signaltransduktion gestört sein. 
 
1.4.2   Vermittlung der arteriellen Hypotension                                                                           
            - Rolle des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) - 
 
1.4.2.1   RAAS allgemein 
 
Die Aufrechterhaltung eines bestimmten Blutdruckes ist für das Funktionieren des 
menschlichen Organismus von lebenswichtiger Bedeutung.  
Ist der Blutdruck zu niedrig, so kann das Blut möglicherweise nicht alle Organe erreichen. 
Diese werden dann nicht ausreichend mit Sauerstoff und Nährstoffen versorgt. Die Folge 
wäre eine Funktionseinschränkung, Organversagen oder der Tod (z.B. bei einem Schock).  
Die Höhe des Blutdrucks wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. In erster Linie 
hängt der Blutdruck natürlich von der Schlagkraft des Herzens ab. Je mehr Blut das Herz 
in die Gefäße pumpt, desto höher ist der Blutdruck. Aber auch der Durchmesser der 
Gefäße und damit der Widerstand, der sich dem Blutstrom entgegenstellt sowie die 
Gesamtmenge des zirkulierenden Blutes spielen eine wichtige Rolle.  
 
Reguliert wird der Blutdruck über das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System, welches 
eines der wichtigsten Systeme zur Regulation des extrazellulären Flüssigkeitsvolumens, 
des Salzhaushaltes und des Blutdrucks (Churchill, 1995) ist.  
 
Angiotensin II (Ang II) - zentrales Hormon in diesem System - ist einer der stärksten 
endogenen Vasokonstriktoren und vermittelt seine vasopressorische Wirkung über 
Angiotensin II Typ 1 (AT1)-Rezeptoren (De Gasparo et al., 2000) (Abb. 1.6).  
Dabei gibt es vom AT1-Rezeptor in Nagetieren zwei Untertypen (AT1a und AT1b), im 
Menschen ist dagegen nur ein Typ dieses Rezeptors bekannt.  
 
Daneben gibt es auch noch den AT2-Rezeptor, dem jedoch eine antagonistische Wirkung 
zugeschrieben wird. 
 
Ang II hat zur Folge, daß sich die Gefäße - durch Kalzium (Ca2+) -Einstrom aus 
intrazellulären Speichern in das Zytosol - verengen und daß das sympathische 
Nervensystem aktiviert wird.  
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Die nachfolgende Freisetzung des Hormons Aldosteron aus der Nebenniere führt dazu, daß 




            ↓  Renin 
Angiotensin I 
          ↓  ACE 
Angiotensin II 
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Abb. 1.6   Übersicht über die Signalkaskade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems 
 
1.4.2.2   RAAS bei Sepsis 
 
1.4.2.2.1   In vivo - Befunde 
 
Am Tiermodell wurde der Einfluß von Sepsis auf die Aktivität des systemischen Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems untersucht.  
Hierbei zeigte sich, daß die Plasma Renin-Aktivität und die Plasma Angiotensin II-
Konzentration während Sepsis deutlich erhöht waren, während die Plasma Aldosteron-
Konzentration unverändert blieb (Bucher et al., 2001).  
Es war daher vorstellbar, daß dieses Phänomen, sowie die bereits bekannte verminderte 
Blutdruckwirksamkeit von Ang II während Sepsis an einer veränderten Angiotensin II 
Rezeptor Genexpression liegen könnte. 
 
Tatsächlich wurde nach Induktion einer Gram-negativen Sepsis durch Gabe von LPS eine 
verminderte Expression von AT1-Rezeptoren in verschiedenen Organen der Ratte 
gefunden. 
Diese verminderte Expression der AT1-Rezeptoren könnte die verminderte Blutdruck-
Antwort auf Ang II während Sepsis bedingen und so für das septische Kreislaufversagen 
trotz erhöhter Plasma-Konzentrationen von Ang II mitverantwortlich sein. 
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Um die Bedeutung dieser verminderten Expression von AT1-Rezeptoren für das septische 
Kreislaufversagen zu untersuchen, wurden Dosis-Blutdruck-Wirkungsversuche mit 
Angiotensin II an narkotisierten Ratten durchgeführt. Dabei zeigte sich eine deutlich 
verminderte blutdrucksteigernde Wirkung von Ang II 12 h nach Injektion von LPS im 
Vergleich zu vehikel-injizierten Ratten.  
 
1.4.2.2.2   In vitro - Versuche 
 
In Zellkultur-Experimenten an renalen Mesangialzellen der Ratte wurde gezeigt, daß die 
verminderte Expression von AT1-Rezeptoren wahrscheinlich durch inflammatorische 
Zytokine (IL-1β, TNF-α und IFN-γ) und durch NO in synergistischer Weise vermittelt 
wird (Bucher et al., 2001). Diese Befunde sind im Einklang mit den Ergebnissen anderer 
Autoren an glatten Gefäßmuskelzellen (Cahill et al., 1995; Ichiki et al., 1998; Sasamura et 
al., 1997). 
Die verminderte Expression von AT1-Rezeptoren während Sepsis könnte über eine 
Hemmung der Promotor-Aktivität vermittelt werden. So wurde eine verminderte 
Promotor-Luziferase-Aktivität für den AT1a-Rezeptor durch NO (Ichiki et al., 1998) und 
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1.5   Fragestellung 
 
Während Sepsis ist die Blutdruckwirksamkeit des vasokonstriktiven Hormons  
Angiotensin II deutlich reduziert. Der Mechanismus dieser vaskulären Hyporeaktivität auf 
Angiotensin II ist derzeit nicht schlüssig bekannt.  
In vivo und in vitro Untersuchungen haben gezeigt, daß Endotoxin sowie proinflamma-
torische Zytokine die Expression des AT1-Rezeptors unterdrücken. Diese Verminderung 
der AT1-Rezeptor Expression ist möglicherweise von zentraler Bedeutung für die 
Pathogenese des Kreislauf- und Organversagens während schwerer Entzündung (septischer 
Schock). 
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Regulation des AT1a-Rezeptors durch Sepsis-typische 
Mediatoren wie proinflammatorische Zytokine und Stickstoffmonoxid auf zellulärer Ebene 
an primären glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC) der Ratte näher zu charakterisieren, da 
diesen, aufgrund ihrer Kontraktionsfähigkeit, in der Gefäßwand eine besondere Aufgabe 
bei der Blutdruck-Regulation zukommt. 
Anhand von Dosis-Zeit-Wirkungskurven sollten die optimalen Wirkbedingungen des NO-
Donors SNAP sowie der Zytokin-Kombination aus IL-1β, TNF-α und IFN-γ auf die 
Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression bestimmt werden. Ferner sollte geklärt 
werden, welche Rolle die einzelnen Zytokine bzw. Kombinationen aus jeweils zwei Zyto-
kinen dabei spielen. Zudem sollte untersucht werden, inwieweit NO, das bei Inkubation 
der Zellen mit dem Zytokin-Mix aus IL-1β, TNF-α und IFN-γ durch eine Induktion der 
NOS II gebildet wird, an der Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA Expression 
beteiligt ist. 
Für proinflammatorische Zytokine ist bekannt, daß sie den Transkriptionsfaktor NF-кB 
sowie die drei MAP-Kinase-Kaskaden p42/44 MAPK (extrazelluläre signal-regulierte 
Kinase, ERK1/2), die SAPK/JNK (c-jun N-terminale) und die p38 MAP-Kinase aktivieren 
können; daher sollte deren Rolle bei der Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA 
Expression durch die Kombination der Zytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ untersucht 
werden. 
Die Expression eines Gens kann prinzipiell auf der transkriptionellen oder aber auch auf 
der post-transkriptionellen Ebene reguliert werden. Daher sollte in dieser Arbeit weiterhin 
geklärt werden, ob die durch Zytokine bzw. Stickstoffmonoxid unterdrückte Genexpres-
sion des AT1a-Rezeptors auf einer Destabilisierung der mRNA oder auf einer gehemmten 
Gen-Transkription beruht. Zur Überprüfung einer veränderten transkriptionellen Aktivität 
des AT1a-Rezeptor Gens wurde ein Reporter Konstrukt mit einem 3,55kb großen Promotor 
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1.   EINLEITUNG 
generiert. Um etwaige regulatorische DNA-Sequenzen des Promotors eingrenzen zu 
können, wurden zusätzlich Deletions-Konstrukte hergestellt. 
Außerdem sollte untersucht werden, ob die durch Zytokine gehemmte Expression des  
AT1a-Rezeptors die Signalkaskade in der Zelle und damit eine Ca2+-Freisetzung aus 
internen Speichern ins Zytosol beeinträchtigt. 
 22
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2.1   MATERIAL 
 
2.1.1   Plasmide 
 
Name  Beschreibung Referenz 
pGL3-Basic firefly Luziferase-Expressionsplasmid                                   
ohne Promotor- und Enhancer-Elemente 
Promega 
pRL-CMV renilla Luziferase-Expressionsplasmid                                   
mit Zytomegalievirus-Promotor 
Promega 
p3,55kb pGL3-Basic mit                                                                    
3,55kb großem Fragment des AT1a-Rezeptor Promotors 
diese Arbeit 
p1,55kb wie p3,55kb, jedoch mit einer Deletion von                           
-3545bp bis -1550bp des AT1a-Rezeptor Promotors 
diese Arbeit 
p0,55kb wie p3,55kb, jedoch mit einer Deletion von                           
-3545bp bis -550bp des AT1a-Rezeptor Promotors 
diese Arbeit 
p0,20kb wie p3,55kb, jedoch mit einer Deletion von                           
-3545bp bis -200bp des AT1a-Rezeptor Promotors 
diese Arbeit 
p0,075kb wie p3,55kb, jedoch mit einer Deletion von                           
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2.1.2   Oligonukleotide 
 
*siRNA ON-TARGET plus Duplex (Dharmakon) 
 J-080033-09-0050, rat RelA 
  Sense: G.C.U.C.A.A.G.A.U.C.U.G.C.C.G.A.G.U.A.U.U 
  Antisense: 5’- P.U.A.C.U.C.G.G.C.A.G.A.U.C.U.U.G.A.G.C.U.U 
 J-099587-09-0050, rat NFкBIA 
  Sense: G.C.C.U.C.A.A.G.A.A.G.G.A.G.C.G.G.U.U.U.U  
  Antisense: 5’- P.A.A.C.C.G.C.U.C.C.U.U.C.U.U.G.A.G.G.C.U.U 
 
*Primer für die reverse Transkription: Oligo(dT)15 (Promega) 
 
*Primer für die quantitative PCR 
 
Name  Sequenz Verwendung 
sense  
AT1a-Rezeptor 




















  5´ggtcctctggtcaaactcttggagt´3 PCR mit sense  
NOS II 
 
*Primer für die Generierung des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors 
 
Name  Sequenz Verwendung 
sense  
rat AT-1A prom 5  
5’-cgggtacctcgggattgtgacaagagtgg-3’ 
 
PCR mit antisense 
rat AT-1A prom 1 
antisense  
rat AT-1A prom 1 
5’-gaagatcttcccaactgcctggacgtcagc-3’ 
 
PCR mit sense 
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*Primer für die Generierung von Mutationen und Deletionen  
 
 
 des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors 





Mutagenese-PCR mit  





Mutagenese-PCR mit  
sense 1550 KpnI 
sense 
550 KpnI 
5'-atctagaattgtcctggtaccttttgtgccattttg-3'   
 
Mutagenese-PCR mit  





Mutagenese-PCR mit  





Mutagenese-PCR mit  





Mutagenese-PCR mit  





Mutagenese-PCR mit  





Mutagenese-PCR mit  
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2.1.3   Internetdienste und Software 
 
Programm URL 
The National Center for Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
NEBcutter V2.0 http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
Genomatix MatInspector http://www.genomatix.de  
                                                                                                                                                             
2.1.4   Medien, Puffer und Lösungen 
 





Dulbecco’s modified Eagle Medium 
DMEM (Sigma: D-5796); 500 mL 




L-Glutamin (G-7513): 2 mM 
Fetales Kälberserum (F-7524): 10% bzw. 0,1% 
Antibiotika: 
50 U/mL Penicillin 
50 µg/mL Streptomycin 
 
Medien und Agarplatten für Escherichia coli 
 
LB-Medium  
(Luria Broth/Luria et al.,1960) 
1% Bacto-Trypton  
0,5% Bacto-Yeast  
1% NaCl 
in H2Obidest lösen, autoklavieren 
für LBAmp-Medium zusätzlich 100 µg/mL Ampicillin 
LB-Agarplatten 1% Bacto-Trypton  
0,5% Bacto-Yeast  
1% NaCl 
2% Bacto-Agar  
in H2Obidest lösen, autoklavieren 
+ Antibiotikum (100 μg/mL Ampicillin) 
in Petrischalen mit Deckel (Falcon) gießen 
LB-Agarplatten (blau/weiß-Screening) 1% Bacto-Trypton  
0,5% Bacto-Yeast   
1% NaCl 
2% Bacto-Agar  
in H2Obidest lösen, autoklavieren 
+ Antibiotikum (100 μg/mL Ampicillin) 
in Petrischalen mit Deckel (Falcon) gießen: 
vor Gebrauch 30 μL X-Gal auf der Platte verteilen 
SOC Medium (Hanahan, 1983) 2% Trypton  
0,5% Bacto-Yeast  
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
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Puffer für RT und PCR 
 5x RT Puffer: M-MLV Reverse Transkriptase (Invitrogen) 
 250 mM Tris/HCl (pH8,3) // 375 mM KCl // 15 mM MgCl2
 10x PCR Puffer (Roche): Proofreading Taq DNA Pol. 
 100 mM Tris/HCl (pH8,3) // 500 mM KCl // 17,5 mM MgCl2
 10x PCR Puffer (Roche): Taq DNA Pol. 
 100 mM Tris/HCl (pH8,3) // 500 mM KCl // 15 mM MgCl2
 10x Reaktions-Puffer (STRATAGENE): PfuTurbo DNA Pol. 
 100 mM KCl // 100 mM (NH4)2SO4 // 200 mM Tris-HCl (pH8,8) //  
20 mM MgSO4 // 1% Triton® X-100 // 1 mg/mL BSA   
Puffer für Restriktionsenzyme (Fermentas) 
 10x Buffer B  
 10 mM Tris-HCl (pH 7.5 bei 37°C) // 10 mM MgCl2 // 0.1 mg/mL BSA 
 10x Buffer G  
 10 mM Tris-HCl (pH 7.5 bei 37°C) // 10 mM MgCl2 // 0.1 mg/mL BSA // 50 mM NaCl 
 10x Buffer O  
 10 mM Tris-HCl (pH 7.5 bei 37°C) // 10 mM MgCl2 // 0.1 mg/mL BSA // 100 mM NaCl 
 10x Buffer R  
 10 mM Tris-HCl (pH 8.5 bei 37°C) // 10 mM MgCl2 // 0.1 mg/mL BSA // 100 mM KCl 
 10x Buffer Tango™  
 33 mM Tris-acetate (pH 7.9 at 37°C) // 10 mM Magnesium-Acetat // 
  66 mM Kalium-Acetat // 0.1 mg/mL BSA 
Puffer für Ca2+-Messung 
 Ringer: pH 7,4 
 NaCl      145 mM 
 KH2PO4     0,4 mM 
 K2HPO4      1,6 mM 
 Glucose     5 mM 
 MgCl2 x 6 H2O     1 mM 
 Ca-Gluc  onat x 1 H2O  1,3 mM 
10x Ligationspuffer: T4 DNA Ligase (NEB) 
 50 mM Tris/HCl  // 10 mM MgCl2 // 10 mM DTT // 25 μg/mL BSA //  
  1 mM ATP (Adenosintriphosphat) // pH 7,5 
50x TAE Puffer: Tris-Acetat (1 Liter) 
 242 g Tris in 500 mL H2O lösen + 100 mL 0,5 M Na2EDTA (pH 8,0) + 57,1 mL Eisessig 
auf 1 L mit H2O auffüllen   
6x Loading Dye 
 0,09% Bromphenolblau // 0,09% Xylencyanol // 60% Glycerol // 60 mM EDTA 
auf 10 mL mit H2Obidest auffüllen   
Ethidiumbromidlösung: Ethidiumbromid 50 mg/mL in H2O 
 
DNA Molekulargewichtsstandard (Fermentas) 
 100bp DNA Ladder Plus: Gene RulerTM 
 100bp DNA Ladder: Gene RulerTM 
 1 kb DNA Ladder: Gene RulerTM 
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2.1.5   Enzyme, Chemikalien und Verbrauchsmaterial 
 
Alexis 






Bacto-Agar, Bacto-Trypton, Bacto-Yeast 
 
dominion Pharmakine 









M-MLV Reverse Transkriptase; 200 U/μL 
One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli 
TOPO® TA-pCR®2.1 Cloning Kit  

















New England Biolabs (NEB) 
T4 DNA Ligase 
 
Peprotech 
recombinant rat Interferon-γ 
recombinant rat Interleukin-1β 
recombinant rat Tumor Necrosis Factor-α 
 
Peqlab 
peqGOLD Universal Agarose 
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Promega 
Chemically Competent E.coli JM109 
Dual-Luciferase® Reporter Assay System  
Oligo(dT)15
pGL3-Basic (firefly Luziferase-Expressionsplasmid)  
pRL-CMV (renilla Luziferase-Expressionsplasmid) 
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (DNA Purification System) 
 
Qiagen 
DNeasy® Tissue Kit (50) 
Plasmid Maxi Kit (25) 
QuantiTectTM SYBR® Green PCR Kit 
RNase-Free DNase Set (50) 
RNeasy Mini Kit (250) 
 
Roche 
Expand Long Template PCR System 
FuGENE  6 Transfection Reagent®
Lightcycler Kapillare 
Taq DNA Polymerase 
 
Sarstedt 
Auslaufpipetten (5mL, 10mL und 25mL) 
Multiwell-Platten(6er & 24er) 
Pipettenspitzen 








Dulbecco’s modified Eagle Medium (D-5796) 
Ethidiumbromid 
Ethylendiamintetraessigsäure EDTA 
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2.1.6   Geräte 
 
Analysenwaage    Mettler, H-20T 
Autoklav     KSG 112 
Elektrophoreseapparatur   Life Technologies Inc., Mod S2 
                                           Pharmacia, LKB 2050 MIDGET 
Heißluftschüttler    New Brunswick Scientific, Innova 4000 
Inkubationsschrank    Heraeus, Modell B6200 
                                   IG 150 Jouan 
Kühl- und Gefrierschränke    AEG, Santo Kühlschrank 
                                               Siemens, Comfort plus Gefrierschrank 
                                               New Brunswick Scientific, Ultra-low-freezer -85°C 
Luminometer     EG&G BERTHOLD, Lumat LB 9507 
Magnetrührer    Heidolph, MR 3001 
Mikroskop     Zeiss, Invertoskop ID 03 
PCR-Geräte     MWG, Mod. Omnigene Thermocycler 
                         Perkin Elmer, DNA Thermo Cycler 480 
                         Roche, Lightcycler 
pH-Meter      Knick, Digital pH-Meter 
Photometer   Gene Quant II, Pharmacia 
Pipetten     Gilson, Pipetman P10, P20, P100, P1000 
Spannungsquellen     Pharmacia, LKB ECPS 3000/150 
                                   Pharmacia, LKB GPS 200/400 
                               Pharmacia, Multidrive XL 
Sterilbank        Jouan, IC 2.12 
UV-Leuchttisch     Renner, Fluorescent Tables 
Vortexgerät      Scientific Industries, Vortex Genie 2 
Waage              Mettler, P-1210 Feinwaage 
Wärmeblock                    Eppendorf, Thermostat 5320 
                          Eppendorf, Thermomixer 5436 
Wasserbad     Haake, Modell W13 
Zentrifugen               Eppendorf Centrifuge 5417R  
Heraeus Varifuge 20RS Heraeus Megafuge 1.0 
Sorvall, Superspeed RC2-B Sigma, 2 K 15 Kühlzentrifuge 
                  
 31 
2.   MATERIAL und METHODEN                          
2.2   METHODEN 
 
2.2.1   Kultivierung von Organismen und eukariontischen Zellkulturen 
 
2.2.1.1   Anzucht von E. coli Bakterien 
 
Die Kultivierung der E. coli Bakterien wurde bei 37°C in LB-Medium durchgeführt. 
Bei Plasmid tragenden E. coli Stämmen wurden zusätzlich 100 μg/mL Ampicillin 
zugesetzt.  
Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden 400 μL einer E. coli Suspension mit 15% 
Glycerin versetzt und sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren.  
Die Aufbewahrung erfolgte bei -80°C. 
 
2.2.1.2   Anzucht und Kultivierung der AVSMC Zellen 
 
Die primären glatten Gefäßmuskelzellen aus der Aorta der Ratte (DPK-SMAC-R) wurden 
von dominion Pharmakine aus Spanien bezogen.  
Die Kultivierung der adhärenten Zellen erfolgte in 75cm2 bzw. 175cm2 großen 
Zellkulturflaschen mit Dulbecco’s modified Eagle Medium unter Zusatz von 10% bzw. 
0,1% FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 U/mL Penicillin und 50 µg/mL Streptomycin bei 37°C 
und 5% CO2. Das Medium wurde alle 48h gewechselt. Bei 70% bis 90% Konfluenz 
wurden die Zellen mit einer Trypsin-EDTA-Lösung (0.05% Trypsin, with EDTA 4Na) 
abgelöst und in 1:5 verdünntem Medium in neue Kulturflaschen ausgesät. Die Versuche 
wurden ebenfalls bei 70% bis 90% Konfluenz der Zellen gestartet, wobei das 
Kulturmedium gegen ein neues Kulturmedium mit Zusatz der jeweiligen Testsubstanzen 
ersetzt wurde.  
Dauerkulturen wurden angelegt, indem abgelöste Zellen in Kulturmedium mit 8% DMSO 
aufgenommen und anschließend langsam (1°C/min) in einer Cryobox auf -80°C abgekühlt 
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2.2.2   Gentechnische Methoden 
 
Standardmethoden (Restriktionsverdau von Plasmid-DNA, Auftrennung der DNA 
durch Gelelektrophorese, T4-DNA-Ligation, Transformation von E. coli) wurden wie in 
Sambrook et al. beschrieben durchgeführt. Kompetente E. coli wurden von der Firma 
Promega bezogen. 
 
2.2.2.1   Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
2.2.2.1.1   Isolierung von genomischer DNA aus einer Ratten-Niere 
 
Die Isolation von genomischer DNA aus einer Ratten-Niere wurde nach Anleitung des 
QIAGEN DNeasy Tissue Kit Protokolls vorgenommen. 
Ein ca. 100 mg schweres Stück aus der gefrorenen Ratten-Niere wurde zum 
Homogenisieren in kleine Stücke geschnitten und nicht wie üblich mit dem Ultra Turrax 
behandelt, weil die Gefahr bestand, daß die genomische DNA bricht. Ansonsten wurde laut 
Protokoll verfahren.  
 
2.2.2.1.2   Plasmidpräparation aus E. coli 
 
Die Gewinnung von Plasmiden aus E. coli wurde entweder in kleinem Maßstab (aus 3 mL 
LB-Kultur, Minipräp) oder im größeren Maßstab (aus 100 mL LB-Kultur, Maxipräp) mit 
Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kits nach beiliegendem Protokoll durchgeführt. 
 
2.2.2.1.3   DNA-Konzentrationsbestimmung   
 
Die Bestimmung der DNA-Konzentration beruht auf dem UV-Absorptionsmaximum von 
DNA bei einer Wellenlänge von 260 nm. Von jeder Probe wurde eine 1:20 Verdünnung 
hergestellt und deren OD bei 260 nm im UV-Spektrometer bestimmt. Unter Einbezug des 
Verdünnungsfaktors und eines weiteren, für doppelsträngige Nukleinsäuren geltenden 
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2.2.2.1.4   Isolierung von Total RNA aus eukariontischen Zellen 
 
Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits. Hierzu wurde dem zum Kit 
gehörenden Lysispuffer RLT anweisungsgemäß 1% β-Mercaptoethanol als RNase-
Inhibitor zugesetzt. Nach dem Absaugen des Mediums wurden in jedes Well (6er-
Wellplatte) 350 µL Lysispuffer gegeben und durch 2-minütiges Schwenken gleichmäßig 
verteilt. Anschließend folgte eine 5 Minuten dauernde Inkubation bei Raumtemperatur. 
Das Lysat wurde schließlich mit einem Zellschaber vollständig abgelöst und in 
Eppendorfgefäße pipettiert. Dort erfolgte durch mehrmaliges Pipettieren eine weitere 
Verflüssigung der gelartigen Substanz. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.       
Zur Ausfällung der DNA wurden zu jeder Probe 350 µL 70%iges Ethanol gegeben und die 
ausfallenden Fragmente durch Pipettieren zerkleinert. Das entstehende Gemisch wurde auf 
eine RNeasy-Säule geladen, diese jeweils 1 Minute bei 11.500 U/min zentrifugiert und das 
Filtrat verworfen. Die spezifische Puffer-Zusammensetzung führte hierbei zur selektiven 
Bindung der RNA an die Säulenmembran. Es folgte die Zugabe von 350 µL RW1-Puffer, 
eine 2-3 minütige Inkubationszeit und eine erneute Zentrifugation bei 11.500 U/min für  
1 Minute. In diesem Schritt wurden weitere nicht erwünschte Lysefragmente 
ausgewaschen. Verbliebene DNA-Reste wurden durch die 15-minütige Inkubation mit 
einer RNase-freien DNase Lösung entfernt. Es folgte eine nochmalige Zugabe von 350 µL 
RW1-Puffer und eine erneute Zentrifugation bei 11.500 U/min für 1 Minute. Durch die 
Zugabe von 500 µL RPE-Puffer, der zuvor mit Ethanol gemäß Anweisung vervollständigt 
wurde, und erneuter 1-minütiger Zentrifugation bei 11.500 U/min mußten nun die in den 
zuvor eingesetzten Lösungen enthaltenen Salze aus der Säule gelöst werden. Eine weitere 
Zugabe von 500 µL RPE-Puffer mit anschließender Zentrifugation bei 13.000 U/min für 2 
Minuten schloß die Reinigung ab. 
Die nun in der Säule verbliebene RNA wurde durch die Zugabe von 30 µL H2O und 
anschließender Zentrifugation bei 11.500 U/min für 1 Minute in ein Eppendorfgefäß eluiert 
und bei -80°C gelagert. 
 
2.2.2.1.5   RNA-Konzentrationsbestimmung   
                                               
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte analog zur DNA-Konzentrations-
bestimmung (Kapitel 2.2.2.1.3), jedoch mit einer 1:50 Verdünnung und unter Verwendung 
des für RNA geltenden Faktors von 40 µg/µL. 
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2.2.2.2   Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion 
 
2.2.2.2.1   Reverse Transkription 
 
Mittels Reverser Transkription wird die isolierte RNA in cDNA umgeschrieben, die als 
Basis für die quantitative PCR dient. 
Hierzu wurde je Ansatz das 1 µg RNA enthaltende Volumen in einem 0,5 mL 
Eppendorfgefäß vorgelegt, mit 1 µL Oligo (dT)15 -Nukleotiden (0,5 µg/µL) gemischt und 
auf 9 µL mit H2O ergänzt. Dieser Reaktionsansatz wurde für 5 min auf 65°C erhitzt und 
sofort auf Eis gestellt. Anschließend wurden 4 µL RT Puffer (first strand buffer), 4 µL 
dNTP (2,5 mM), 3 µL H2O und 1 µL M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/µL) 
zugegeben. Die reverse Transkription erfolgte bei 37°C für eine Stunde; um das Enzym 
nach der Reaktion zu denaturieren, wurde der Ansatz für 2 Minuten bei 94°C inkubiert und 
sogleich auf Eis gestellt. Für die anschließende quantitative PCR wurden je 2 µL der 
reversen Transkriptions-Reaktion eingesetzt. 
 
2.2.2.2.2   PCR mit dem Expand Long Template PCR System 
 
Die Generierung des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors wurde nach Anleitung des  
Expand Long Template PCR Systems durchgeführt.  
Für die PCR wurden 50 ng genomische DNA aus der Rattenniere, 3 μL dNTP (2,5 mM),  
5 μL Puffer 1 (10x konz. mit 17,5 mM MgCl2), 0,5 μL von einem Mix aus Proofreading 
Polymerase und Taq DNA Polymerase und je 3 μL des 5´und des 3´ Primers (je 30 pmol) 
in einem 50 μL  Ansatz eingesetzt. Das Protokoll bestand aus  
35 Zyklen mit 30 sec  94°C  Denaturierungsphase  
  30 sec  60°C  Annealingsphase  
  5 min  68°C  Elongationsphase. 
Vor Beginn des Amplifikations-Protokolls wurde der PCR-Ansatz mit Mineralöl 
beschichtet und bei 94°C für 5 Minuten inkubiert, um die genomische DNA vollständig zu 
denaturieren; nach Ablauf der 35 Zyklen wurde der PCR-Ansatz für weitere 10 Minuten 
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2.2.2.2.3   Quantitative Polymerase Kettenreaktion 
 
Die quantitative Polymerase Kettenreaktion wurde mit dem QuantiTectTM SYBR® Green 
PCR Master Mix von Qiagen und einem Lightcycler (Roche) durchgeführt.  
Alle Proben wurden in einem Reaktionsvolumen von 20 μL mit 10 μL SYBR® Green PCR 
Master Mix, je 10 pmol sowohl des sense als auch des antisense Primers, 6 μL H2O und  
2 μL cDNA vermessen.  
Das Amplifikations-Protokoll bestand aus 40 Zyklen mit einer Denaturierungsphase von 
10 Sekunden bei 95°C, einer Annealingsphase von 20 Sekunden bei 58°C und einer 
Elongationsphase von 15 Sekunden bei 72°C. Die Fluoreszenzmessung erfolgte nach 
jedem Zyklus am Ende der Elongationsphase. Nach dem Durchlaufen des Amplifikations-
Programms wurde das Schmelzverhalten der amplifizierten DNA analysiert. Dazu wurde 
die DNA langsam (0,1°C / Sekunde) von 56°C auf 94°C erhitzt und die Fluoreszenz 
kontinuierlich gemessen. 
 
2.2.2.2.4   Erstellen von Mutations- und Deletions-Konstrukten                                                              
                 durch Mutagenese-PCR 
 
Die Mutagenisierung der Plasmide wurde mit Hilfe des QuikChange® Site-Directed 
Mutagenesis Kits der Firma Stratagene durchgeführt. Dabei wurden zwei zueinander 
komplementäre Oligonukleotide (s. 2.1.2) so gewählt, daß die Basen der zu mutierenden 
Sequenz gerichtet ausgetauscht wurden. Für den Reaktionsansatz der Polymerase 
Kettenreaktion (PCR) wurden die obigen Oligonukleotide mit der zu mutierenden Plasmid-
DNA (p3,55kb) eingesetzt. 
50 ng Plasmid-DNA // 10 pmol sense Primer // 10 pmol antisense Primer 
3 μL dNTP (2,5 mM) // 2,5 U PfuTurbo Taq Pol. // auf 50 µL mit H2O auffüllen 
Thermocycler-Zyklen 
18 x 94°C für 30 sec  
        55°C für 1 min 
        68°C für 17 min 
Der PCR- Ansatz wurde anschließend mit dem Restriktionsenzym DpnI für eine Stunde 
bei 37°C inkubiert. Dadurch wird die Template-Plasmid-DNA zerschnitten, während die in 
der PCR neu synthetisierte mutagenisierte DNA unberührt bleibt. Dies liegt an der 
Spezifität des Restriktionsenzyms, welches nur methylierte DNA schneidet.  
Der so behandelte PCR-Ansatz wurde direkt in E. coli transformiert, das Plasmid in einer 
Minipräp (2.2.2.1.2) reisoliert und mittels eines Restriktionsverdaus analysiert. 
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Für das Entfernen einer Sequenz des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors wurde je 
nach Art des zu deletierenden Bereiches mit einem gerichteten Basenpaar-Austausch eine 
SacII-, eine KpnI- bzw. eine BglII-Schnittstelle generiert. Durch einen präparativen 
Restriktionsverdau mit den jeweiligen Enzymen und einem anschließenden Auftrennen des 
Restriktionsverdaus auf einem 1%-Agarose-Gel wurde die zu deletierende Sequenz vom 
Rest-Vektor abgetrennt. Der Restvektor wurde aus dem Gel isoliert, religiert und in E. coli 
transformiert, woraus erneut mittels einer Minipräp das Plasmid reisoliert wurde. 
 
2.2.2.3   DNA-Sequenz-Analyse 
 
Die Sequenzierung des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors wurde von der Firma 
SequiServe in Vaterstetten durchgeführt. 
 
2.2.2.4   Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten 
 
DNA-Fragmente bis 300bp wurden auf einem 2%-igen Agarose-Gel, größere DNA-
Fragmente wurden auf einem 1%-igen Gel bei 120V aufgetrennt.    
 
2.2.2.5   Elution der DNA-Fragmente aus Agarose-Gelen 
 
Für die präparative Gelelektrophorese mit anschließender Isolation der DNA aus dem Gel 
wurden 1%-ige Agarose-Gele verwendet. Die DNA-Fragmente wurden mit einem 
sauberen Skalpell ausgeschnitten, und die Elution der DNA-Fragmente erfolgte 
standardmäßig mit dem DNA Purification System von Promega. Die gereinigte DNA 
wurde in 50 μL H2O aufgenommen. 
 
2.2.2.6   Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 
Bei der Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen wurde nach der Methodensammlung 
von Sambrook et al. (1989) verfahren und zusätzlich die Vorschriften der Enzymhersteller 
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2.2.2.7   Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte nach der Vorschrift von Sambrook et al. 
(1989), wobei entweder in 10 μL oder 20 μL Ansätzen für 3 Stunden bei Raumtemperatur 
oder über Nacht bei 14°C ligiert wurde. 
 
2.2.2.8   Klonierung des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors  
              in den pCR®2.1-TOPO®-Vektor 
 
Die 3,55kb große Sequenz des AT1a-Rezeptor Promotors aus der PCR (2.2.2.2.2) hatte 
durch die Taq DNA Polymerase an ihren beiden 3’Enden überhängende Adeninbasen.  
Der pCR®2.1-TOPO®-Vektor ist ein TA-Klonierungs-Vektor, der durch die 
Topoisomerase I aktiviert ist. Daher wurde für die Ligation folgender Reaktionsansatz 
verwendet: 
 4 μL AT1a-Rezeptor Promotor 
 1 μL pCR®2.1-TOPO®-Vektor 
 1 μL salt solution 
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und zuerst 30 Minuten bei Raumtemperatur, 
anschließend auf Eis inkubiert. 2 μL vom Ligationsansatz wurden direkt für die 
Transformations-Reaktion verwendet. 
 
2.2.2.9   Transformation von E. coli 
 
Als kompetente Bakterienzellen wurden im Falle des AT1a-Rezeptor Promotors im 
pCR®2.1-TOPO®-Vektor die im One Shot Kit (Invitrogen) enthaltenen One Shot® TOP10 
chemisch kompetenten E. coli verwendet; ansonsten wurden die chemisch kompetenten  
E. coli JM109 von Promega verwendet. 
Die auf Eis aufgetauten 50 μL Zellaliquots wurden mit ca. 100 ng Plasmid-DNA für  
30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42°C für 1 Minute wurden die 
Zellen sofort für 2 Minuten auf Eis gestellt und anschließend 200 μL SOC Medium 
zugegeben; die Zellen wurden 1 Stunde bei 37°C  und 200 rpm geschüttelt und auf 
vorgewärmte LB-Platten mit Ampicillin (100 μg/mL) ausplattiert. Die Inkubation der 
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2.2.2.10   Transfektion der AVSMC-Zellen 
 
Für die Transfektion wurde das FuGENE-System von Roche (Mannheim) verwendet. 
Am vorhergehenden Tag wurden die Zellen gezählt und in einer Menge von 40.000 Zellen 
in einem Volumen von 1 mL pro Well in einer 24er-Wellplatte ausgesät. Am nächsten Tag 
wurden 7,7 μL serumfreies Nährmedium mit 1,28 μL FuGENE-Reagenz vermischt und für 
5 Minuten inkubiert. Nach der Zugabe von 0,6 μg AT1a-Rezeptor-Promotor-Konstrukt 
(Reporter-Vektor) und 0,03 µg pRL-CMV (Kontroll-Vektor) wurde das Reaktionsgemisch 
für 25 bis 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Lösung zu 
Medium und Zellen in die Wells gegeben und vorsichtig verteilt.  
16 Stunden später wurde zum vollständigen Entfernen des Transfektions-Reagenz 
FuGENE das Medium abgenommen und durch neues Medium (0,5 mL) ersetzt. Zwei 
Stunden später wurde die jeweilige Testsubstanz für 24 Stunden zugegeben. 
Nach der Inkubation mit der Testsubstanz wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 
100 μL 1x Passiv-Lysepuffer überschichtet, für 25 Minuten bei Raumtemperatur und 260 
rpm geschüttelt. 
 
2.2.2.11   Luziferase-Test 
 
Die transfizierten Zellen wurden durch Zugabe von 100 μL 1x Passiv-Lysepuffer unter 25-
minütigem Schütteln bei Raumtemperatur lysiert. 
Anschließend wurde die Aktivität der  firefly Luziferase bestimmt, indem 10 μL des Zell-
Lysats mit 50 μL Luciferase Assay Reagent II gemischt und für 10 Sekunden im 
Luminometer (Lumat LB 9501, Berthold) die Lichtemission gemessen wurde. Durch 
weitere Zugabe von 50 μL Stop & Glo® Reagent wurde die Aktivität der  firefly Luziferase 
gehemmt und die renilla Luziferase aktiviert. Die Lichtemission wurde erneut für 10 
Sekunden gemessen. Die relative Luziferase-Aktivität wurde angegeben als das Verhältnis 









2.   MATERIAL und METHODEN                          
2.2.3   Fluoreszenzmikroskopische Messung                                                                                  
           des intrazellulären Kalziums mit Hilfe von Fura-2 
 
Fura-2 wird als Acetomethylester eingesetzt 
Für die fluoreszenzmikroskopische Messung des intrazellulären Kalziums wurde die  
Fura-2 Methode verwendet (Grynkiewics, 1985).  
Fura-2 wurde derivatisiert als zellpermeabler Acetomethylester (AM-Ester) eingesetzt. Aus 
der schlechten Löslichkeit und der Instabilität von AM-Estern in Wasser ergab sich die 
Verwendung von DMSO-Stocks. Die 50 µg Aliquots der Fura-2/AM Spezialabpackung 
von Molecular Probes wurden nach Bedarf in 50 µL DMSO zu einer Stammkonzentration 
von 1 mM gelöst. Durch die Veresterung mit dem fettlöslichen Acetomethylrest wurde der 
Farbstoff membranpermeabel. Während der Inkubation diffundierte Fura-2/AM in die 
Zelle, wo unspezifische Esterasen den AM-Ester hydrolisierten, sodaß der Ca2+-sensitive 
Indikator freigesetzt wurde. Der polyanionische Charakter des zytosolisch verbleibenden 
Indikators sorgte dafür, daß der Verlust an Farbstoff durch passiven Leckausstrom über die 
Zellmembran klein blieb und so die finale intrazelluläre Konzentration des Farbstoffs 
deutlich höher war als die Konzentration des AM-Esters im Inkubationsmedium.
 
Fluoreszenzeigenschaften von Fura-2 als Grundlage für Messung 
Der Kalziumindikator Fura-2 verändert in Abhängigkeit von der Bindung des Kalziumions 
sein Exzitationsspektrum. Ungebundenes Fura-2 wird bei einer Wellenlänge von 380 nm 
angeregt, wohingegen an Kalzium gebundenes Fura-2 bei dieser Wellenlänge nicht 
detektiert wird. Wenn nun in mit Fura-2 beladenen Zellen die intrazelluläre Kalzium-
Menge ansteigt, erhöht sich die Intensität der Emission des an Kalzium gebundenen Fura-
2, während die des ungebundenen Fura-2 abnimmt. Über die Bildung des Quotienten 
(Fluoreszenzratio) der Intensität der Emission (500-530 nm) bei den beiden 
Anregungswellenlängen (340 nm / 380 nm) können Veränderungen des intrazellulären 
Kalziums dargestellt werden. 
 
Beladung der Zellen mit Fura-2/AM 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit 4 µM Fura-2/AM in Ringer beladen. Die 
Inkubation erfolgte für zwei Stunden bei 37°C im Brutschrank. 
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3.   ERGEBNISSE                          
3.1   Zellkultur - Modell:                                                                                                       
        aortale glatte Gefäßmuskelzellen der Ratte                                                                 
 
Wie bereits erwähnt, sollte der Mechanismus einer veränderten mRNA Expression des 
AT1a-Rezeptors bei Gabe von Stickstoffmonoxid sowie der proinflammatorischen Zyto-
kine IFN-γ, TNF-α und IL-1β in vitro an glatten Gefäßmuskelzellen (VSMC) weiter-
verfolgt werden. 
 
Dazu wurden von dominion pharmakine primäre AVSMC-Zellen bezogen, welche einer 
einzelnen Ratten-Aorta entstammen (Bestell-Nr.: DPK-SMAC-R).  
Morphologische und immuno-zytochemische Charakterisierung gewährleisten dabei eine 
hohe Reinheit der isolierten aortalen glatten Gefäßmuskelzellen. 
 
Um festzustellen, ob die gewählten AVSMC-Zellen als Zellkultur-Modell geeignet sind, 
mußte geklärt werden, ob das Gen des AT1a-Rezeptors tatsächlich exprimiert wird. 
 
Dazu wurde Gesamt-RNA aus den AVSMC-Zellen isoliert und eine Reverse Transkription 
der RNA in cDNA durchgeführt. Mit spezifischen Primern wurde eine PCR an der 
Gesamt-cDNA durchgeführt, um cDNA, welche den AT1a-Rezeptor codiert, zu 
amplifizieren; das dabei gebildete PCR-Produkt muß eine Größe von ca. 155 bp aufweisen.  
 
Anschließend wurde der PCR-Reaktions-Ansatz zusammen mit einem DNA-Größen-
Standard auf ein Ethidiumbromid-gefärbtes 2%-Agarose-Gel aufgetragen. Die gelelektro-
phoretische Auftrennung der DNA erfolgte bei 120 V. 
 
Wie in der unteren Abbildung zu sehen ist, wurde in der PCR ein spezifisches PCR-
Produkt gebildet, dessen Größe bei ca. 155 bp liegt. 
Das läßt darauf schließen, daß die AVSMC-Zellen den AT1a-Rezeptor exprimieren. 
 
          Spur        1       2  
                                  
    
 
 
    
200bp →    Abb. 3.1   Ethidiumbromid-gefärbtes 2%-Agarose-Gel 
 
100bp →    1.Spur Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus Fermentas 





3.   ERGEBNISSE                          
3.2   mRNA - Daten 
       
3.2.1   Einfluß des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α 
 
3.2.1.1   mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II                                                  
              bei einem 24h-Zeitgang 
 
Ziel dieses Versuchs war es, die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA in Abhängigkeit 
von der Zeit zu klären. Außerdem wurde die Expression der NOS II mRNA betrachtet, um 
die Aktivität der Zytokine und damit die Effektivität des experimentellen Protokolls zur 
Induktion einer Sepsis zu gewährleisten. 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem Mix aus den drei Zytokinen IFN-γ, IL-1β 
und TNF-α inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten (s. untere Abb.) geerntet. 
 
Die Expression der NOS II mRNA (Abb. 3.2-B) war bereits nach 4h deutlich gesteigert 
und erreichte ihr Maximum bei 12h; die Induktion der NOS II mRNA (s. 12h-Wert) 
änderte sich im Verlauf von weiteren 12h (s. 24h-Wert) nur noch geringfügig. Damit 
konnte auch gezeigt werden, daß die Zytokine eine Wirkung auf die glatten Gefäßmuskel-
zellen haben. 
 
Der Verlauf der AT1a-Rezeptor mRNA Expression (Abb. 3.2-A) war biphasisch. In den 
ersten 8h wurde die Expression des Rezeptors deutlich gesteigert, die sich danach aber 
umkehrte: nach 12h sieht man bereits eine verminderte Expression, die bei 24h am 
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Abb. 3.2   Zeit-abhängiger Effekt des 3er-Zytokin-Mix auf die Expression  
      der AT1a-Rezeptor (A) und der NOS II (B) mRNA 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und 
TNF-α à 100 ng/mL inkubiert. 0h, 4h, 8h, 12h und 24h nach Applikation des Zytokin-Mix wurde die 
Abundanz der AT1a-Rezeptor (A) und der NOS II (B) mRNA mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  































3.   ERGEBNISSE                          
3.2.1.2   mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II                                                  
              bei einem 72h-Zeitgang 
 
Der Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α führte in den Zellen nach 24h zu einer stark 
verminderten Expression der AT1a-Rezeptor mRNA auf ca. 8,5%.  
 
In einem weiterführenden Versuch sollte geklärt werden, ob diese Herabregulation 
tatsächlich durch eine über die Zytokine vermittelte Signalkaskade zustandekam, oder ob 
diese unterdrückte Expression der AT1a-Rezeptor mRNA unspezifisch - etwa ein 
apoptotischer Effekt - war.  
Im Falle einer spezifischen Regulation sollte der Effekt der Zytokine bei Entfernung aus 
dem Medium reversibel sein. 
Die Zellen wurden für 24h mit dem Mix inkubiert und anschließend mit frischem Medium 
ohne Zytokin-Zusatz für weitere 24h bzw. 48h inkubiert. 
 
Wie man in der Abbildung 3.3-A sehen kann, wurde bei Gabe des Zytokin-Mix für 24h die 
AT1a-Rezeptor mRNA Expression auf ca. 8% gehemmt. Bei Entzug des Zytokin-Mix aus 
dem Medium ging diese starke Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression weitere 
24h später zum Teil zurück (s. 48h-Wert) und wurde 48h später (s. 72h-Wert) komplett 
aufgehoben.  
 
Auch die starke Induktion der NOS II mRNA Expression auf das 105-fache (s. 24h-Wert) 
durch den Zytokin-Mix (Abb. 3.3-B) wurde bei Entnahme der Zytokine aus dem Medium 
fast komplett aufgehoben (s. 72h-Wert). 
 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß die Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA 
Expression durch eine regulierte Signalkaskade zustandekommt und nicht etwa durch eine 
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Abb. 3.3   Zeit-abhängiger Effekt des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α  
     auf die mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II    
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 24h mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 
ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL inkubiert. Anschließend wurde das Medium der Zytokin-behandelten Zellen 
erneuert, diesmal ohne Zusatz des Zytokin-Mix. Weitere 24h bzw. 48h später wurden die Zellen geerntet. Die 
Abundanz der AT1a-Rezeptor (A) bzw. der NOS II (B) mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt. 
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe.   
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3.2.1.3   Konzentrations-abhängige mRNA Expression                                                                 
              des AT1a-Rezeptors und der NOS II 
 
Um die Konzentrations-Abhängigkeit der Wirkung des Zytokin-Mix aus  
IFN-γ (100 ng/mL), IL-1β (50 ng/mL) und TNF-α (100 ng/mL) (≙ 100% der Zytokin-Dosis) 
auf die mRNA Abundanz des AT1a-Rezeptors und der NOS II zu ermitteln, wurden die 
Zellen für 24h mit verschiedenen Verdünnungen dieses Zytokin-Mix inkubiert. 
 
Es ergab sich eine deutliche Konzentrations-Abhängigkeit, wobei die halb-maximale 
Hemmwirkung (IC50) auf die mRNA Expression des AT1a-Rezeptors bei ca. 1% der oben 
genannten Dosis lag (Abb. 3.4-A: 1% ≙ 1 ng/mL IFN-γ, 0,5 ng/mL IL-1β und 1 ng/mL TNF-α). 
Wie man sehen kann, wurde auch die NOS II mRNA Expression abhängig von der 


































































Abb. 3.4   Konzentrations-abhängiger Effekt des Zytokin-Mix auf die mRNA Expression des  
                  AT1a-Rezeptors und der NOS II   
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 24h mit 1%, 2%, 10% bzw. 100% des Zytokin-Mix aus IFN-γ à 
100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL inkubiert. Die Abundanz der AT1a-Rezeptor (A) und 
der NOS II (B) mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. * p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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3.2.2   Einfluß der Zytokine einzeln bzw. in Kombination                                                            
           - mRNA Expression des AT1a-Rezeptors und der NOS II nach 24h -                              
 
In den glatten Gefäßmuskelzellen wurde der Einfluß der einzelnen Zytokine TNF-α, IL-1β 
und IFN-γ sowie die Wirkung der Kombinationen aus jeweils zwei dieser Zytokine auf die 
Expression der AT1a-Rezeptor mRNA (Abb. 3.5-B) und der NOS II mRNA (Abb. 3.5-A) 
im Vergleich zur Wirkung der Kombination aus allen drei Zytokinen untersucht. 
 
Wie in der Abbildung 3.5-A zu sehen ist, wurde die Expression der NOS II mRNA durch 
die Zytokine, sowohl einzeln als auch im Mix, deutlich gesteigert. 
 
Die Abbildung 3.5-B zeigt, daß die Zytokine IFN-γ und TNF-α jeweils zu einer Herab-
regulation der AT1a-Rezeptor mRNA Expression führten; beide Zytokine verminderten die 
Expression der Rezeptor-mRNA auf ca. 50%. 
IL-1β hatte im Gegensatz zu den Zytokinen IFN-γ und TNF-α keinen Einfluß auf die  
AT1a-Rezeptor Genexpression. 
 
Die Kombinationen aus je zwei Zytokinen   
 ∙ IL-1β + TNF-α,  
 ∙ IL-1β + IFN-γ bzw.  
 ∙ IFN-γ + TNF-α  
führten jeweils zu einer Unterdrückung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression auf ca. 70%, 
20% bzw. 15%. 
 
Der Mix aus den drei Zytokinen IL-1β + TNF-α + IFN-γ zeigte den größten Effekt: die 
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Abb. 3.5   Einfluss der Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF-α auf die Expression der  
 
 
                 AT1a-Rezeptor (B) und der NOS II (A) mRNA 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 24h mit den Zytokinen IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und 
TNF-α à 100 ng/mL einzeln bzw. in Kombination inkubiert. Die Abundanz der AT1a-Rezeptor mRNA (B) 
und der NOS II mRNA (A) wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
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3.2.3   Rolle von Stickstoffmonoxid 
 
Der Zytokin- Mix aus IFN-γ (100 ng/mL), IL-1β (50 ng/mL) und TNF-α (100 ng/mL) 
führte nach 24h zu einer Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression auf ca. 8%. 
Gleichzeitig stieg die Expression der NOS II mRNA um einen Faktor von ungefähr 105 an. 
 
Um zu überprüfen, ob Stickstoffmonoxid allein bzw. endogen gebildetes NO bei Zytokin-
Gabe eine Rolle bei der verminderten mRNA Expression des AT1a-Rezeptors spielt, 
wurden die Zellen  
1. mit dem NO-Donor SNAP (S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin)  
      2.   mit dem Zytokin-Mix + L-NAME (Inhibitor der endogenen NO-Bildung)                                    
inkubiert. 
       
3.2.3.1   Einfluß von SNAP  
 
3.2.3.1.1   mRNA Expression des AT1a-Rezeptors bei einem 24h-Zeitgang 
 
Die Gefäßmuskelzellen wurden über einen Zeitraum von 24h mit dem NO-Donor SNAP 
inkubiert (Abb. 3.6), um zu klären, ob Stickstoffmonoxid einen Effekt auf die Expression 
der AT1a-Rezeptor mRNA hat. 
 
Die untere Abbildung zeigt, daß es in Abhängigkeit von der Zeit zu einer Herabregulation 


































A bb. 3.6   Zeit-abhängiger Effekt von SNAP auf die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem NO-Donor SNAP (0,2 µM) inkubiert.  
0h, 4h, 8h, 12h und 24h nach Applikation von SNAP wurde die Abundanz der AT1a-Rezeptor mRNA mittels 
Real Time RT-PCR bestimmt.  
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. * p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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3.2.3.1.2   Konzentrations-abhängige mRNA Expression des AT1a-Rezeptors                              
 
Neben einem Zeitgang mit SNAP wurde zusätzlich eine Konzentrationsreihe durchgeführt, 
um eine Dosis-Wirkung des NO-Donors auf die mRNA Abundanz des AT1a-Rezeptors zu 
ermitteln.  
Dazu wurden die glatten Gefäßmuskelzellen 12h mit SNAP in den Konzentrationen  
0,02 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 1,0 mM und 2,0 mM inkubiert. 
 
Es ergab sich eine deutliche Konzentrations-Abhängigkeit, wobei die halb-maximale 
Hemmwirkung (IC50) des NO-Donors auf die mRNA Expression des AT1a-Rezeptors bei 



































Abb. 3.7   Konzentrations-abhängiger Effekt des NO-Donors SNAP  
 
 
                 auf die Expression des AT1a-Rezeptors  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 12h mit 0,02 / 0,1 / 0,2 / 1,0 bzw. 2,0 mM SNAP inkubiert.  
Die Abundanz der AT1a-Rezeptor mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. * p < 0,05 vs. Kontrolle. 
 
 
Nachdem NO offensichtlich selbst eine hemmende Wirkung auf die Expression des  
AT1a-Rezeptors ausübte, sollte nun geklärt werden, welche Rolle endogen gebildetes 
Stickstoffmonoxid bei der Regulation der AT1a-Rezeptor mRNA durch Zytokine spielt. 
 
Dazu wurden die Gefäßmuskelzellen mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ (100 ng/mL),  
IL-1β (50 ng/mL) und TNF-α (100 ng/mL) in Kombination mit L-NAME, einem Inhibitor 
der endogenen NO-Bildung durch die NOS II, inkubiert. 
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3.2.3.2   Einfluß von L-NAME 
 
Es sollte geklärt werden, welche Rolle NO bei der verminderten Expression der  
AT1a-Rezeptor mRNA bei Gabe des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α spielt. 
 
Dazu wurden die Gefäßmuskelzellen für 24h mit dem Zytokin-Mix in Kombination mit  












































































Abb. 3.8   Effekt des Zytokin-Mix zusammen mit L-NAME auf die mRNA Expression  
 
 
                 des AT1a-Rezeptors  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 24h mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 
ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL in Kombination mit 1 mM bzw. 5 mM L-NAME inkubiert. Die Abundanz 
der AT1a-Rezeptor mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. 
* p < 0,05 vs. Kontrolle. # p < 0,05 vs. Zytokin-Mix. 
 
Wie man in der Abbildung 3.8 sieht, wurde die mRNA Expression des AT1a-Rezeptors 
durch den Zytokin-Mix auf ca. 8% herabreguliert. 
Eine Inkubation der Zellen mit dem Zytokin-Mix in Kombination mit 1 mM L-NAME 
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3.2.4   Bedeutung der MAP-Kinase-Signaltransduktionswege 
 
MAP-Kinasen regulieren die verschiedensten zellulären Prozesse wie Embryogenese, 
Zelldifferenzierung, Homöostase und zelluläre Antworten. 
Derzeit sind 3 verschiedene MAP-Kinase-Kaskaden in Säugetierzellen ausführlich 
beschrieben und untersucht worden: der durch die p42/44 (extrazelluläre signalregulierte 
Kinase, ERK1/2) vermittelte, der durch die SAPK/JNK (c-jun N-terminale) vermittelte und 
der p38-MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg. 
 
Die Kinase-Kaskaden werden alle durch extrazelluläre Signale aktiviert, wobei u.a. LPS 
und proinflammatorische Zytokine zu den effektivsten Stimuli gehören. 
 
Es sollte geklärt werden, ob diese drei MAP-Kinase-Kaskaden an der Herabregulation der 
AT1a-Rezeptor mRNA bei Gabe des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α beteiligt 
sind, indem die Gefäßmuskelzellen mit dem Zytokin-Mix in Kombination mit gängigen 
MAP-Kinase-Inhibitoren inkubiert wurden (Abb. 3.9). 
 
Die Aktivierung der p42/44 MAPK wurde durch den Einsatz von PD98059 (30 µM),  
die der SAPK/JNK durch SP600125 (30 µM) und die der p38-MAPK durch SB203580  
(30 µM) gehemmt. 
 
Der Zytokin-Mix allein unterdrückte die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA auf ca. 8%. 
In Kombination mit PD98059, SP600125 bzw. SB203580 führte der Zytokin-Mix zu einer 






















Abb. 3.9   Einfluss von MAPK-Inhibitoren  
                  auf die durch den Zytokin-Mix verminderte Expression der AT1a-Rezeptor mRNA  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 1h mit den MAPK-Hemmern SP600125, PD98059 und SB203580 
à 30µM vorinkubiert. Dann wurde jeweils der Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und 
TNF-α à 100 ng/mL für 24h zugegeben. 
Die Abundanz der AT1a-Rezeptor mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
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3.2.5   Rolle des Transkriptionsfaktors NF-кB 
 
Wie bereits erwähnt wurde, spielt NF-кB eine wesentliche Rolle bei Entzündungs- 
Prozessen. Dieser Transkriptionsfaktor aktiviert die Expression von proinflammatorischen 
Zytokinen, die wiederum NF-кB aktivieren. 
 
Im folgenden Versuchs-Ansatz sollte überprüft werden, ob dieser Transkriptionsfaktor 
auch für die Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression verantwortlich ist. 
Um eine Beteiligung des NF-кB zu untersuchen, wurde parallel zur Zytokin-Mix-Gabe der 
nicht-selektive NF-кB-Inhibitor PDTC (Pyrrolidin-Dithiocarbamat) eingesetzt. 
 
Die NOS II mRNA Expression (Abb. 3.10) diente als Positiv-Kontrolle, da 
bekanntermaßen NF-кB diese Stickstoffmonoxid-Synthase induziert.  
 
Wie in der unteren Abbildung zu sehen ist, inhibierte 0,5 mM PDTC die NOS II mRNA 
Expression auf ca. 65%, und bei einer Konzentration von 1,0 mM wurde die Expression 










































































Abb. 3.10   Effekt des Zytokin-Mix zusammen mit PDTC auf die Expression der NOS II mRNA  
 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 1h mit dem nicht-selektiven NF-кB-Inhibitor PDTC in den 
Konzentrationen 0,1 mM, 0,5 mM bzw. 1,0 mM präinkubiert. Dann wurde der Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 
ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL für weitere 24h zugegeben.  
Die Abundanz der NOS II mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. 
* p < 0,05 vs. Kontrolle. # p < 0,05 vs. Zytokin-Mix. 
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Nachdem gezeigt werden konnte, daß der nicht-seletive NF-кB-Inhibitor einen 
hemmenden Effekt auf die Expression der NOS II mRNA hatte, wurde die Expression der 
AT1a-Rezeptor mRNA überprüft (Abb. 3.11). 
 
Wie in der unteren Abbildung zu sehen ist, führte der Zytokin-Mix allein zu einer 
Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA auf ca. 11%. 
Wurden die glatten Gefäßmuskelzellen mit dem Zytokin-Mix in Kombination mit PDTC in 
den Konzentrationen 0,1 mM, 0,5 mM bzw. 1,0 mM behandelt, wurde die Expression der 









































































bb. 3.11   Effekt des Zytokin-Mix zusammen mit PDTC auf die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 1h mit dem nicht-selektiven NF-кB-Inhibitor PDTC in den 
Konzentrationen 0,1 mM, 0,5 mM bzw. 1,0 mM präinkubiert. Dann wurde der Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 
ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL für weitere 24h zugegeben.  
Die Abundanz der AT1a-Rezeptor mRNA wurde mittels Real Time RT-PCR bestimmt.  
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3.2.6   Stabilität der AT1a-Rezeptor mRNA  
 
Die verminderte Expression der AT1a-Rezeptor mRNA bei Gabe des Zytokin-Mix 
(IFN-γ, IL-1β und TNF-α) bzw. des NO-Donors SNAP könnte auf eine Destabilisierung 
der Rezeptor mRNA zurückzuführen sein. 
 
Um zu überprüfen, ob der Zytokin-Mix bzw. SNAP zu einer veränderten mRNA-Stabilität 
führen, wurde die Halbwertszeit der AT1a-Rezeptor mRNA gemessen (Abb. 3.12). 
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Abb. 3.12   Einfluß von (A) Zytokin-Mix bzw. (B) NO-Donor SNAP                   
 
 
                  auf die Stabilität der AT1a-Rezeptor mRNA 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden ohne (Kontrolle) oder mit  
(A) Zytokin-Mix  aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL (für 12h) bzw.  
(B) 0,2 mM SNAP (für 8h) vorinkubiert.  
Anschließend wurden zur Hemmung der Transkription 4 µg/mL Actinomycin D (Act D) zugegeben. Die 
Abundanz der AT1a-Rezeptor mRNA wurde vor (0h) und 2½, 5 und 7½ h nach Zugabe von Act D mittels 
Real Time RT-PCR bestimmt. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. 
 
Wie man der Abbildung 19 entnehmen kann, änderte sich bei Inkubation der  
glatten Gefäßmuskelzellen mit dem (A) Zytokin-Mix bzw. mit dem (B) NO-Donor  
im Vergleich zur Kontrolle die Stabilität der AT1a-Rezeptor mRNA nicht. 
 
Eine weitere Möglichkeit, die Expression von mRNA zu regulieren, basiert auf der 
Kontrolle der Gen-Transkription. 
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3.3   Promotor-Daten 
 
3.3.1   Generierung des Promotor-Konstrukts p3,55kb 
 
Um festzustellen, ob die Genexpression des AT1a-Rezeptors auf der Transkriptions-Ebene 
reguliert wird, wurde als erstes das Reporter-Konstrukt p3,55kb mit einem 3,55kb großen 
Promotor-Bereich des Rezeptors generiert. 
Der klonierte Promotor entspricht dabei der Sequenz von -3545bp bis -1bp vom 
Transkriptions-Startpunkt der AT1a-Rezeptor mRNA. 
Als Reporter-Vektor diente hier pGL3-Basic: ein Vektor, der das Gen der firefly Luziferase 
(aus dem Leuchtkäfer) enthält. 
 
Luziferase
   -3545bp                                                                                                                                               -1bp 
p3,55kb 
 
Die Aktivität der Luziferase steht im direkten Verhältnis zur Menge des Luziferase-
Proteins, welches in Abhängigkeit der Promotor-Aktivität gebildet wird. 
 
3.3.1.1   Basale Promotor-Aktivität des p3,55kb-Plasmids 
 
Das Promotor-Konstrukt p3,55kb wurde in die glatten Gefäßmuskelzellen transfiziert und 
die Zellen anschließend für 24h inkubiert. 
Parallel dazu wurden die Zellen mit dem Reporter-Vektor pGL3-Basic ohne eingefügten 
Promotor transfiziert und ebenso für 24h inkubiert (Abb. 3.13). 
Die Luziferase-Aktivität (relative light unit, RLU) wurde in einem Dual Luziferase-Assay 
mit Hilfe eines Luminometers gemessen. 
So konnte überprüft werden, ob der Promotor des p3,55kb-Plasmids intakt ist und ob 
pGL3-Basic eine Hintergrund-Aktivität besitzt. 
  
 
                                                                                     Abb. 3.13   Basale firefly Luziferase-Aktivität 
 
      Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem  
      generierten Promotor-Konstrukt p3,55kb bzw. mit dem 
      Vektor pGL3-Basic ohne inserierten Promotor  
      transfiziert und anschließend für weitere 24h inkubiert. 
      Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 4  
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In der Abbildung 3.13 sind die basalen Luziferase-Aktivitäten der beiden untersuchten 
Plasmide dargestellt. 
Wie man sieht, weisen beide Plasmide eine Luziferase-Aktivität auf, jedoch ist die des 
generierten Promotor-Konstrukts ca. 17-fach höher und läßt damit auf seine Intaktheit 
schließen. 
In den folgenden Versuchen wurden die Zellen zusätzlich zu den generierten Promotor-
Konstrukten mit dem Referenz-Reporter-Vektor pRL-CMV zur internen Kontrolle 
transfiziert. 
Der Vektor pRL-CMV enthält das Gen für die renilla Luziferase, dem der 
Zytomegalievirus-Promotor vorgeschaltet ist, der für eine konstitutive Basal-Expression 
der renilla Luziferase sorgt. 
Durch die Co-Transfektion des Referenz-Reporter-Vektors wird ein Abgleich der firefly 
Luziferase-Aktivität zur renilla Luziferase-Aktivität ermöglicht und damit eine 
gleichmäßige Transfektions-Effizienz gewährleistet. 
Da beide Luziferasen eine unterschiedliche Substrat-Spezifität haben, konnten beide 
Aktivitäten in einem Reaktionsansatz gemessen werden. 
Bei den Messungen wurde das Verhältnis der Aktivität der firefly Luziferase zu der 
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3.3.1.2   Regulation der Promotor-Aktivität des p3,55kb-Plasmids 
 
3.3.1.2.1   Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α 
 
Der Mix aus den drei Zytokinen IFN-γ (100 ng/mL), IL-1β (50 ng/mL) und TNF-α (100 ng/mL)  
hatte bezüglich der mRNA Expression des AT1a-Rezeptors den größten inhibitorischen 
Effekt: die Expression der Rezeptor mRNA wurde 24h nach Gabe der Zytokine auf  
8% bis 10% herabreguliert (s. Abb. 3.2-B und Abb. 3.3-A). 
 
Aufgrund dessen wurde als erstes überprüft, ob der Mix aus diesen drei Zytokinen einen 
inhibitorischen Effekt auf die Aktivität des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor Promotors hat. 
Gleichzeitig wurde eine Konzentrationsreihe durchgeführt, wobei Verdünnungen aus dem 
Zytokin-Mix aus IFN-γ (100 ng/mL), IL-1β (50 ng/mL) und TNF-α (100 ng/mL) hergestellt 
wurden, welcher 100% der Zytokin-Konzentration entspricht. 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden für 24h mit den verschiedenen Verdünnungen des 
Zytokin-Mix inkubiert. 
 
Wie man in der Abbildung 3.14 sieht, ergab sich eine deutliche Konzentrations-
Abhängigkeit, wobei die halb-maximale Hemmwirkung des Zytokin-Mix (IC50) auf die 
Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptors bei ca. 1% der oben genannten Dosis lag  
(1% ≙ 1 ng/mL IFN-γ, 0,5 ng/mL IL-1β und 1 ng/mL TNF-α). 
Inkubierte man die Zellen mit einem 0,1%-, 1%-, 10%- bzw. 100%-igen Zytokin-Mix, 
wurde die Promotor-Aktivität auf ca. 93%, 49%, 29% bzw. 19% gehemmt. 
 






































Abb. 3.14   Konzentrations-abhängiger Effekt des Zytokin-Mix  
 
 
                  auf die Promotor-Aktivität des p3,55kb-Plasmids 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem p3,55kb-Plasmid transfiziert und für 24h mit dem  
Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL in folgenden 
Verdünnungen inkubiert: 0,1% / 1% / 10% / 100%. Die Luziferase-Aktivität ist angegeben als die Aktivität 
(RLU) der firefly Luziferase im Verhältnis zur Aktivität (RLU) der renilla Luziferase. 
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 8 Proben pro Gruppe. * p < 0,05 vs. Kontrolle. 
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3.3.1.2.2   Zytokin-Kombinationen sowie der NO-Donor SNAP 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, daß der Zytokin-Mix aus IFN-γ (100 ng/mL),  
IL-1β (50 ng/mL) und TNF-α (100 ng/mL) die Aktivität des 3,55kb großen AT1a-Rezeptor 
Promotors auf ca. 19% herabreguliert, sollte außerdem geklärt werden, ob die Zytokine 
IFN-γ, IL-1β und TNF-α auch einzeln bzw. in verschiedenen Kombinationen, und ob der 
NO-Donor SNAP einen Einfluß auf die Promotor-Aktivität des p3,55kb-Plasmids haben. 
 
Dazu wurden die glatten Gefäßmuskelzellen mit dem p3,55kb-Plasmid transfiziert und 






















































bb. 3.15   Aktivität des 3,55kb großen Promotors des AT1a-Rezeptor Gens 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem generierten Promotor-Konstrukt p3,55kb transfiziert und 
anschließend für 24h mit 0,2 mM SNAP bzw. mit den Zytokinen IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL und 
TNF-α à 100 ng/mL einzeln bzw. in Kombination inkubiert.  
Die Luziferase-Aktivität ist angegeben als die Aktivität (RLU) der firefly Luziferase im Verhältnis zur 
Aktivität (RLU) der renilla Luziferase. 
Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM von n = 3 Proben pro Gruppe. * p < 0,05 vs. Kontrolle. 
  
In der oberen Abbildung kann man sehen, daß die Aktivität des 3,55kb großen  
AT1a-Rezeptor Promotors vom Zytokin IL-1β allein nicht beeinflußt wurde. Die Zytokine 
IFN-γ und TNF-α verringerten die Promotor-Aktivität jeweils auf 39% bzw. 49%. 
 
Die Zytokin-Kombinationen aus IL-1β + TNF-α, IFN-γ + TNF-α und  IFN-γ + IL-1β 
führten jeweils zu einer Herabregulation der Promotor-Aktivität auf ungefähr 57%, 36% 
bzw. 29%. 
 
Der Mix aus den drei Zytokinen IFN-γ, IL-1β und TNF-α hatte den stärksten Effekt: die 
Promotor-Aktivität wurde auf ca. 19% gehemmt.   
 
Bei Behandlung der Zellen mit dem NO-Donor SNAP wurde die Promotor-Aktivität auf 
ungefähr 31% verringert. 
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3.3.2   Generierung von Deletions-Konstrukten                                                                             
            - p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb und p0,075kb -                                                              
 
Um die regulatorischen Sequenzen, welche für die verminderte Promotor-Aktivität 
verantwortlich sind, lokalisieren zu können, wurden Deletions-Konstrukte aus dem 
p3,55kb-Plasmid hergestellt (Abb. 3.16), wobei der Promotor vom 5’-Ende her deletiert 
wurde. 
 
Luziferase 3545bp                                  p3,55kb 
Luziferase 
1550bp                   
p1,55kb 
Luziferase 200bp       p0,20kb 




bb. 3.16   p3,55kb-Plasmid und die daraus generierten Deletions-Konstrukte 
Der gepunktete Bereich wurde jeweils herausgeschnitten. 
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3.3.2.1   Aktivität der Promotor-Konstrukte                                                                                   
              bei Gabe des Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α                                                 
               
Die Gefäßmuskelzellen wurden mit dem p3,55kb-Plasmid und den Deletions-Konstrukten 
p1,55kb, p0,20kb und p0,075kb transfiziert und anschließend für 24h mit dem Zytokin-
Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α inkubiert (Abb. 3.17). 
 
Wie man in der unteren Abbildung sehen kann, wurde die Promotor-Aktivität des Plasmids 
p3,55kb auf ca. 19%, p1,55kb auf rund 16% und p0,20kb auf 67% gesenkt. Die Aktivität 
des 75bp großen Promotors im p0,075kb-Plasmid blieb im Vergleich zur Kontrolle 
unverändert. 
    



















































A bb. 3.17   Einfluß des Zytokin-Mix auf die Aktivität der Promotor-Konstrukte  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit den Promotor-Konstrukten p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb bzw. 
p0,075kb transfiziert und anschließend für 24h mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à  
50 ng/mL und TNF-α à 100 ng/mL inkubiert.  
Die Luziferase-Aktivität ist angegeben als die Aktivität (RLU) der firefly Luziferase im Verhältnis zur 
Aktivität (RLU) der renilla Luziferase. 
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3.3.2.2   Aktivität der Promotor-Konstrukte bei Gabe des Zytokins IFN-γ 
 
Es sollte untersucht werden, in welchem Bereich des Promotors die regulatorischen 
Sequenzen liegen, über die der inhibitorische Effekt von IFN-γ vermittelt wird. 
 
Dazu wurden die Gefäßmuskelzellen wiederum mit dem p3,55kb-Plasmid bzw. den Dele-
tions-Konstrukten transfiziert und anschließend für 24h mit IFN-γ inkubiert (Abb. 3.18). 
 
Wie man sieht, wurden die Aktivitäten des 3,55kb und des 1,55kb großen Promotor-
Fragments auf ca. 40% bzw. 38% gehemmt. 
Die Promotor-Aktivitäten des p0,20kb- und des p0,075kb- Plasmids wurden durch IFN-γ 






















































A bb. 3.18   Einfluß des Zytokins IFN-γ auf die Aktivität der Promotor-Konstrukte  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit den Promotor-Konstrukten p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb bzw. 
p0,075kb transfiziert und anschließend für 24h mit dem Zytokin IFN-γ à 100 ng/mL inkubiert.  
Die Luziferase-Aktivität ist angegeben als die Aktivität (RLU) der firefly Luziferase im Verhältnis zur 
Aktivität (RLU) der renilla Luziferase. 
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3.3.2.3   Aktivität der Promotor-Konstrukte bei Gabe des Zytokins TNF-α 
 
Die Gefäßmuskelzellen wurden mit dem p3,55kb-Plasmid bzw. den Deletions-Konstrukten 
transfiziert und anschließend für 24h mit TNF-α inkubiert (Abb. 3.19). 
 
Wie man in der unteren Abbildung sieht, wurde die Aktivität des 3,55kb großen Promotor-
Fragments auf ca. 49% gehemmt. 
Die Promotor-Aktivitäten des p1,55kb- und des p0,20kb-Plasmids wurden durch TNF-α 
signifikant auf jeweils 69% herabreguliert. Die Aktivität des 75bp großen Promotors 





















































A bb. 3.19   Einfluß des Zytokins TNF-α auf die Aktivität der Promotor-Konstrukte  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit den Promotor-Konstrukten p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb bzw. 
p0,075kb transfiziert und anschließend für 24h mit dem Zytokin TNF-α à 100 ng/mL inkubiert.  
Die Luziferase-Aktivität ist angegeben als die Aktivität (RLU) der firefly Luziferase im Verhältnis zur 
Aktivität (RLU) der renilla Luziferase. 
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3.3.2.4   Aktivität der Promotor-Konstrukte bei Gabe von NO 
 
In diesem Versuchs-Ansatz sollte geklärt werden , in welchem Promotor-Bereich 
Stickstoffmonoxid eine Hemmung der Promotor-Aktivität vermittelt. 
 
Die Zellen wurden mit den zu untersuchenden Promotor-Konstrukten transfiziert und für 
24h mit dem NO-Donor SNAP inkubiert. 
 
Die Aktivität des 3,55kb (1,55kb, 0,20kb) großen Promotor-Stücks wurde auf 31% (34%, 
48%) verringert. In dem 75bp großen Promotor wurde die transkriptionelle Aktivität auf 



























































A bb. 3.20   Einfluß des NO-Donors SNAP auf die Aktivität der Promotor-Konstrukte  
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit den Promotor-Konstrukten p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb bzw. 
p0,075kb transfiziert und anschließend für 24h mit dem NO-Donor SNAP à 0,2 mM inkubiert.  
Die Luziferase-Aktivität ist angegeben als die Aktivität (RLU) der firefly Luziferase im Verhältnis zur 
Aktivität (RLU) der renilla Luziferase. 
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3.4   AT1-Rezeptor vermittelte Ca2+-Freisetzung 
 
Im folgenden Versuchs-Ansatz sollte als erstes geklärt werden, ob die Gefäßmuskelzellen 
einen funktionellen AT1-Rezeptor besitzen. 
Wie bereits in der Einleitung erwähnt, vermittelt Ang II über den AT1-Rezeptor eine 
Kalzium-Freisetzung aus internen Speichern der Zelle ins Zytosol. Und diesen Kalzium-
Anstieg kann man mit Hilfe der Fura-2 Methode messen. 
 
3.4.1   Wirkung von Ang II zusammen mit PD123319 bzw. Losartan
 
Es sollte geklärt werden, ob die Gefäßmuskelzellen bei Gabe von Angiotensin II Kalzium 
ins Zytosol freisetzen. Wenn ja, sollte zudem sichergestellt werden, daß die Freisetzung 
des Kalziums über den AT1-Rezeptor, und nicht etwa über den AT2-Rezeptor, vermittelt 
wird. 
 
Für die Messung des Ca2+ im Zytosol wurden die Gefäßmuskelzellen mit 4 µM Fura-2 für 
2h bei 37°C beladen. 
Zum einen wurden die Zellen über die ganze Zeit während einer Messung mit PD123319, 
einem spezifischem Blocker des AT2-Rezeptors, beladen. Gab man für eine Minute Ang II 
zu, stieg die Kalzium-Menge in der Zelle an (Abb. 3.21). 
Zum anderen wurde den Zellen Losartan, ein spezifischer AT1-Rezeptor-Antagonist, 
zugegeben. Bei Gabe von Ang II kam es zu keiner Änderung der intrazellulären Kalzium-
Menge (Abb. 3.21). 
         Abb. 3.21  
               Die glatten Gefäßmuskel- 
         zellen wurden für 2h bei  
         37°C mit 4 µM Fura-2/AM in 
         Ringer beladen.   
         Anschließend wurde im  
         Beisein von 10 µM  
         PD123319 bzw. 10 µM  
         Losartan für 1 Minute 10 nM 
         Ang II zugegeben (Start bei 
         90 Sekunden). Der Anstieg 
         zytosolischer Ca2+- 
         Konzentration ist als Ratio 
         angegeben: gebundenes Fura-
         2 bei 340 nm zu   
         ungebundenem Fura-2 bei 
         380 nm. 
         Angegeben sind die  
         Mittelwerte ± SEM von n = 5 
         Zellen. 
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3.4.2   Wirkung von Ang II bei Zytokin-behandelten Zellen
 
Nachdem geklärt werden konnte, daß die Zellen einen funktionellen AT1-Rezeptor 
besitzen, sollte untersucht werden, ob die verminderte Expression des Rezeptors bei den 
Zytokin-behandelten Zellen eine veränderte Ca2+-Freisetzung zur Folge hat (Abb. 3.22). 
 
Die Gefäßmuskelzellen wurden für 24h mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α 
inkubiert und anschließend wurde der Fura-Assay durchgeführt. 
 
In der unteren Abbildung kann man sehen, daß die Zytokin-behandelten Zellen - im 
Gegensatz zu den unbehandelten Zellen - trotz Gabe von 100 nM Angiotensin II kein Ca2+ 































Abb. 3.22   Einfluß von Ang II auf die zytosolische Kalzium-Menge 
                    bei Zytokin-behandelten Zellen 
 
Die glatten Gefäßmuskelzellen wurden mit dem 3er Zytokin-Mix aus IFN-γ à 100 ng/mL, IL-1β à 50 ng/mL 
und TNF-α à 100 ng/mL inkubiert. Dann wurden sie für 2h bei 37°C mit 4 µM Fura-2/AM in Ringer beladen. 
Ang II wurde in einer Konzentration von 100 nM für 1 Minute (Start bei 30 Sekunden) zugegeben.  
Der Anstieg von zytosolischem Ca2+ ist als Ratio angegeben: gebundenes Fura-2 bei 340 nm zu 
ungebundenem Fura-2 bei 380 nm. 


































































4.   DISKUSSION                          
4.1   mRNA-Daten 
 
Einfluß der Zytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ auf die Expression des AT1a-Rezeptors 
 
Zunächst wurden anhand von Dosis-Zeit-Wirkungskurven die optimalen Wirkbedingungen 
für die proinflammatorischen Zytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ bestimmt.  
Die Zytokine TNF-α und IFN-γ führten in den glatten Gefäßmuskelzellen nach 24h jeweils 
zu einer Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA Expression auf 50%. IL-1β dagegen 
hatte keinen Einfluß auf die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA (s. Abb. 3.5-B).  
In Kombination mit IL-1β wurde die durch TNF-α bedingte Hemmung der AT1a-Rezeptor 
mRNA Expression abgeschwächt: die Expression wurde nur noch auf 70% herabreguliert. 
Die Hemmung der mRNA Expression durch IFN-γ wurde jedoch durch IL-1β auf ungefähr 
20% verstärkt. 
Die beiden Zytokine IFN-γ und TNF-α unterdrückten die Expression der AT1a-Rezeptor 
mRNA auf ca. 15%. 
Den stärksten Effekt hatte die Kombination der drei Zytokine IL-1β, TNF-α und IFN-γ. 
Die mRNA Abundanz des AT1a-Rezeptors lag nur noch bei ungefähr 8,5% im Vergleich 
zur Kontrolle. 
 
Diese Daten deuten darauf hin, daß diese Zytokine die Expression der AT1a-Rezeptor 
mRNA nicht einfach nur in additiver, sondern in synergistischer Weise beeinflußten. 
 
Diese Befunde sind zum Teil widersprüchlich zu dem, was andere Arbeitsgruppen gefun-
den haben. So zeigten Gurantz et al. (1999) und Cowling et al. (2005) in ihren Arbeiten, 
daß TNF-α und IL-1β jeweils die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA in kardialen 
Fibroblasten der Ratte hochregulierten. Die Arbeitsgruppe Bucher jedoch fand in der Niere 
von Mäusen, die mit TNF-α bzw. mit IL-1β behandelt wurden, eine Herabregulation der 
Rezeptor mRNA Expression (persönliche Mitteilung). 
In Experimenten mit der humanen Hepatoma-Zelllinie Hep3B wurde gezeigt, daß IFN-γ 
die mRNA Expression des AT1-Rezeptors erhöhte (Jain et al., 2006), während an 
immortalisierten glatten Gefäßmuskelzellen der Ratte die Expression der AT1a-Rezeptor 
mRNA durch IFN-γ unterdrückt wurde (Ikeda et al., 1999). 
Die stark gehemmte Expression der AT1a-Rezeptor mRNA durch die Kombination der drei 
oben genannten Zytokine wurde auch in der Arbeit von Bucher et al. (2001) beschrieben, 
in welcher die Versuche an Mesangial-Zellen der Ratte durchgeführt wurden; außerdem 
wurde in dieser Arbeit gezeigt, daß parallel zur mRNA Expression des AT1a-Rezeptors 
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auch die Menge des AT1-Rezeptor Proteins herabreguliert wurde. Die Herabregulation der 
AT1-Rezeptor Protein Menge durch diese Zytokin-Kombination wurde auch von Sasamura 
et al. (1997) in glatten Gefäßmuskelzellen beschrieben. 
Aus diesen Daten kann man folgern, daß die durch den Zytokin-Mix gehemmte mRNA 
Expression des AT1a-Rezeptors eine verminderte Synthese des AT1-Rezeptor Proteins zur 
Folge hat. 
Die aufgeführten Befunde einer erhöhten mRNA Expression des AT1-Rezeptors 
widersprechen den Ergebnissen in dieser Arbeit jedoch nicht notwendigerweise, da in 
diesen Studien zum Teil geringere Zytokin-Dosierungen verwendet wurden. Spezielle 
Kombinations-, Zeit- und Zelltyp-Abhängigkeiten könnten ebenso die Widersprüchlichkeit 
der Befunde erklären. 
 
Einfluß des Stickstoffmonoxids auf die Expression des AT1a-Rezeptors 
 
Wie bereits erwähnt, wird bei der Vermittlung der arteriellen Hypotension während Sepsis 
Stickstoffmonoxid eine maßgebliche Rolle zugeordnet.  
Um den Einfluß von NO auf die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA zu untersuchen, 
wurden die Zellen mit dem NO-Donor SNAP inkubiert. 
Die Expression der Rezeptor mRNA wurde durch SNAP Zeit- und Konzentrations-
abhängig gehemmt. Der Befund der Herabregulation durch NO stimmt überein mit den 
Arbeiten von Ichiki et al. (1998), Bucher et al. (2001) und Nithipatikom et al. (2004). 
Außerdem wurde in dieser Arbeit untersucht, welche Rolle endogen gebildetes NO, das bei 
Behandlung der Zellen mit dem Zytokin-Mix aus IL-1β, TNF-α und IFN-γ durch die 
induzierte NOS II gebildet wird, bei der verminderten Expression der AT1a-Rezeptor 
mRNA hatte. Dazu wurden die glatten Gefäßmuskelzellen mit dem oben genannten 
Zytokin-Mix zusammen mit L-NAME, einem Inhibitor der endogenen NO-Bildung, 
inkubiert.  
Die mRNA Expression des AT1a-Rezeptors wurde durch den Einfluß des Zytokin-Mix auf 
ca. 8% herabreguliert. Eine Inkubation der Zellen mit dem Zytokin-Mix in Kombination 
mit 1 mM L-NAME bzw. 5 mM L-NAME verminderte die Expression der AT1a-Rezeptor 
mRNA auf ca. 17% bzw. 25% (s. Abb. 3.8).  
Dieser Befund zeigt, daß die Hemmung der mRNA Expression des AT1a-Rezeptors durch 
den Zytokin-Mix durch Blockade der NO-Bildung nicht aufgehoben werden konnte.  
Diese Daten stimmen überein mit den Befunden aus der Arbeit von Bucher et al. (2001). 
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Insgesamt deuten diese Daten darauf hin, daß die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA 
durch den Zytokin-Mix und auch durch NO in synergistischer Weise herabreguliert wurde, 
daß aber die Zytokine weitere Signaltransduktionswege aktivieren, welche die Expression 
der AT1a-Rezeptor mRNA regulieren. 
 
Bedeutung der MAP-Kinase-Signaltransduktionswege 
 
Eine der bekanntesten Signalweg-Familien ist die Gruppe der Mitogen-aktivierten Protein 
Kinasen (MAPK), die u.a. über Mitogene, Streß und Zytokine (Arbabi und Maier, 2002; 
Johnson und Lapadat, 2002) aktiviert werden. 
MAP-Kinasen vermitteln über verschiedene Kaskaden Signale von der Zelloberfläche bis 
in den Zellkern. Die funktionelle Bedeutung der MAP-Kinasen ist vielfältig; sie sind u.a. 
an der Kontrolle von Embryogenese, Proliferation, Zelldifferenzierung und Regulation von 
Entzündungsmediatoren beteiligt (Seger und Krebs, 1995; Chang und Karin, 2001; Tibbles 
und Woodgett, 1999; Xiao et al., 2002). 
Die drei wichtigsten MAPK in Säugetierzellen sind die p42/44 MAPK (extrazelluläre 
signal-regulierte Kinase, ERK1/2), die SAPK/JNK (c-jun N-terminale) und die p38 MAP-
Kinase. 
In dieser Arbeit sollte daher geklärt werden, ob diese drei MAP-Kinase-Kaskaden an der 
Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression durch den Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β 
und TNF-α beteiligt waren. Dazu wurden die glatten Gefäßmuskelzellen mit dem Zytokin-
Mix in Kombination mit gängigen MAP-Kinase-Inhibitoren inkubiert. 
Jedoch konnte durch keinen einzigen MAP-Kinase-Inhibitor die durch den Zytokin-Mix 
bedingte Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA Expression aufgehoben werden  
(s. Abb. 3.9). 
Ikeda et al. (1999) dagegen konnten in einem Versuch an glatten Gefäßmuskelzellen 
zeigen, daß die Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA Expression durch IFN-γ durch 
den Einsatz von PD98059, einem Inhibitor der p42/44 MAP-Kinase, komplett aufgehoben 
wurde. Dieser Befund ist aber nicht vergleichbar mit dem Befund in dieser Arbeit, denn die 
glatten Gefäßmuskelzellen wurden nicht mit IFN-γ allein, sondern mit einer Kombination 
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Bedeutung des Transkriptionsfaktors NF-кB 
 
Neben den MAP-Kinasen gibt es einen weiteren möglichen Signalweg für die proinflam-
matorischen Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF-α. Diese können den Transkriptionsfaktor 
NF-κB aktivieren (Narumi et al., 1992; Saldeen und Welsh, 1994; Fujisawa et al., 1996), 
der die transkriptionelle Expression von über 200 Genen reguliert (Pahl, 1999). Diese Gene 
spielen eine wichtige Rolle bei der Zell-Proliferation, der Immunantwort und der Entste-
hung und Perpetuierung einer Entzündungsreaktion (Chen und Greene, 2004; Ghosh et al., 
1998). Zu den Zielgenen, die von NF-κB reguliert werden, gehören unter anderem die 
Zytokine TNF-α und IL-1β (Collins et al., 1995; Senftleben und Karin, 2002) und die 
induzierbare NO-Synthase NOS II (Xie et al., 1994).  
In dieser Arbeit sollte daher geklärt werden, ob die Herabregulation der AT1a-Rezeptor 
mRNA Expression unter dem Einfluß der Zytokin-Kombination aus IFN-γ, IL-1β und 
TNF-α über den Transkriptionsfaktor NF-κB vermittelt wurde. Dazu wurden die 
Gefäßmuskelzellen mit dem Zytokin-Mix in Kombination mit PDTC, einem nicht-
selektiven NF-кB-Inhibitor, behandelt. Die NOS II mRNA Expression diente als Positiv-
Kontrolle, da bekanntermaßen NF-кB diese Stickstoffmonoxid-Synthase induziert.  
Der NF-кB-Inhibitor PDTC senkte die durch den Zytokin-Mix induzierte NOS II mRNA 
Expression bei einer Konzentration von 1,0 mM auf ca. 35% (s. Abb. 3.10); dieser Befund 
zeigt, daß NF-кB durch PDTC effektiv gehemmt werden konnte. Die Expression der AT1a-
Rezeptor mRNA wurde jedoch trotz PDTC genauso stark gehemmt wie in den Zytokin-
behandelten Zellen ohne PDTC.  
Einerseits lassen diese Daten vermuten, daß die Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA 
nicht durch NF-кB vermittelt wird. Für diesen Befund würde auch sprechen, daß durch 
NF-кB in der Regel die Expression der Zielgene hochreguliert wird. 
Andererseits wäre es möglich, daß der Mix aus den drei Zytokinen eine dermaßen starke 
Wirkung auf die Gefäßmuskelzellen hatte, daß die Konzentration des PDTC von 1,0 mM 
nicht ausreichte, die Aktivierung des NF-κB komplett zu unterdrücken. Für diese 
Möglichkeit würde sprechen, daß die mRNA Expression der NOS II durch die Zytokine 
auf das 105-fache hochreguliert wurde (s. Abb. 3.10), und daß diese starke Induktion der 
NOS II mRNA durch 1,0 mM PDTC nur zu 65% gehemmt wurde. Es wäre möglich, daß 
durch den Zytokin-Mix trotz PDTC immer noch genügend NF-кB aktiviert wurde, um die 
Expression der AT1a-Rezeptor mRNA zu hemmen.  
Bei den Versuchen konnte leider keine höhere Konzentration des PDTC eingesetzt werden, 
weil dies zu einem Absterben der Zellen führte. 
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mRNA Stabilität 
 
Die Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression in den glatten Gefäßmuskelzellen als 
Folge einer Behandlung mit dem Zytokin-Mix aus IFN-γ, IL-1β und TNF-α bzw. mit dem 
NO-Donor SNAP kann prinzipiell durch eine Hemmung der Transkription des AT1a-
Rezeptor Gens oder aber durch eine Destabilisierung der AT1a-Rezeptor mRNA ausgelöst 
werden. 
In der Arbeit von Wang et al. (1997) wurde eine Herabregulation der AT1-Rezeptor mRNA 
Expression durch Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyclase, beschrieben. Die 
verminderte Expression der Rezeptor mRNA durch Forskolin kam dabei durch eine 
Destabilisierung der mRNA zustande; die Halbwertszeit der AT1-Rezeptor mRNA wurde 
dabei von ca. sechs Stunden auf ungefähr drei Stunden verkürzt. 
Um die Möglichkeit einer Destabilisierung der mRNA durch den Zytokin-Mix bzw. durch 
NO zu überprüfen, wurden die Zellen mit den Zytokinen bzw. mit SNAP für zwölf bzw. 
acht Stunden vorinkubiert. Anschließend wurde Actinomycin D zugegeben, um die 
Transkription in den Zellen zu hemmen. Jedoch gab es keine Unterschiede in der Halb-
wertszeit der AT1a-Rezeptor mRNA aus den Gefäßmuskelzellen, die mit dem Zytokin-Mix 
bzw. dem NO-Donor behandelt wurden, gegenüber der mRNA aus unbehandelten Zellen 
(s. Abb. 3.12). 
Dieser Befund läßt darauf schließen, daß die Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA 
Expression durch die Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF-α sowie durch NO nicht auf eine 
Destabilisierung der mRNA zurückzuführen ist.  
In der Arbeit von Ichiki et al. (1998) wurde eine Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA 
Expression durch Stickstoffmonoxid beschrieben, die nicht auf einer Destabilisierung der 
mRNA beruhte, sondern auf einer Hemmung der transkriptionellen Aktivität des AT1a-
Rezeptor Gens. 
Weitere Arbeiten von Ikeda et al. (1999), Cowling et al. (2005) und Gurantz et al. (1999) 
zeigten, daß das AT1a-Rezeptor Gen durch die Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF-α auf 
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4.2   Promotor-Daten 
 
Um eine Regulation der Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens durch die Zytokine  
IFN-γ, IL-1β und TNF-α bzw. durch Stickstoffmonoxid zu untersuchen, wurde in dieser 
Arbeit ein 3,55kb großer Promotor-Bereich in den Reporter-Vektor pGL3-Basic kloniert; 
der klonierte Bereich des Promotors erstreckt sich von -3545bp bis -1bp vom 
Transkriptions-Startpunkt des AT1a-Rezeptor Gens. 
Die transkriptionelle Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens wurde durch IFN-γ auf 39%, durch 
TNF-α auf 49% und durch NO auf 31% gehemmt. IL-1β hatte keinen Einfluß auf die 
Aktivität des Promotors (s. Abb. 3.15), wie es auch bei der mRNA Expression des AT1a-
Rezeptors schon der Fall war (s. Abb. 3.5-B). 
IFN-γ hemmte zusammen mit IL-1β die transkriptionelle Aktivität auf 29%; TNF-α und 
IL-1β bzw. TNF-α und IFN-γ führten zu einer Hemmung auf 57% bzw. 36%. 
Den stärksten inhibitorischen Effekt auf Promotor-Ebene hatte der Zytokin-Mix aus IFN-γ, 
IL-1β und TNF-α: die Aktivität wurde auf ca. 19% verringert. 
Diese Daten zeigen, wie bereits bei der mRNA Expression des AT1a-Rezeptors, daß die 
Zytokine einen synergistischen Einfluß auf die Promotor-Aktivität ausübten. 
Der inhibitorische Effekt von NO auf die transkriptionelle Aktivität des AT1a-Rezeptor 
Gens wurde auch in der Arbeit von Ichiki et al. (1998) gezeigt. 
Die Arbeitsgruppen Gurantz et al. (1999) und Cowling et al. (2005) berichteten in ihrer 
Arbeit, daß TNF-α die transkriptionelle Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens in kardialen 
Fibroblasten der Ratte erhöhte. 
IL-1β führte in der Arbeit von Ikeda et al. (1999) zu einer Erhöhung der Promotor-
Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens in glatten Gefäßmuskelzellen. 
Jain et al. (2006) zeigten, daß in der humanen Hepatoma-Zelllinie Hep3B die transkrip-
tionelle Aktivität des Rezeptor Gens durch IFN-γ erhöht wurde. Ikeda et al. (1999) 
dagegen fanden in glatten Gefäßmuskelzellen eine Hemmung der Promotor-Aktivität 
durch IFN-γ. 
Diese teilweise widersprüchlichen Befunde könnten durch Zytokin-Dosierungen und 
Zelltyp-Abhängigkeiten zustande kommen. 
Nachdem in dieser Arbeit gezeigt wurde, daß die Aktivität des generierten Promotor-
Konstrukts p3,55kb (3,55kb großer Promotor im Reporter-Vektor pGL3-Basic) durch die 
einzelnen Zytokine IFN-γ und TNF-α bzw. durch Stickstoffmonoxid gehemmt wurde, 
sollte als nächstes geklärt werden, in welchem Bereich des 3,55kb großen Promotors die 
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regulatorischen Sequenzen liegen, die für die Hemmung der Transkription verantwortlich 
waren.  
Um die regulatorischen Sequenzen des Promotors eingrenzen zu können, wurde der 
Promotor vom 5’-Ende her gekürzt (s. Abb. 3.16). Die folgenden Konstrukte wurden 
generiert: p1,55kb, p0,20kb und p0,075kb. 
In weiterführenden Versuchen konnten die regulatorischen Sequenzen eingegrenzt werden, 
die über IFN-γ, TNF-α bzw. NO die Hemmung der Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor 
Gens vermittelten. 
     
IFN-γ 
Das Zytokin IFN-γ hemmte die Promotor-Aktivität des Konstrukts p1,55kb genauso stark 
wie die des Konstrukts p3,55kb; in den ersten 200bp bzw. 75bp des Promotors dagegen sah 
man keine signifikante Veränderung der transkriptionellen Aktivität. Diese Daten deuten 
darauf hin, daß die regulatorische Sequenz in dem Bereich zwischen -1550bp und  
-200bp vom Transkriptions-Startpunkt lokalisiert sein mußte. 
Ikeda et al. (1999) konnten in ihrer Arbeit die regulatorische Sequenz weiter auf den 
Bereich zwischen  -987bp und -331bp eingrenzen. 
In der Promotor-Sequenz von -987 bis -331bp sind potentielle Bindestellen für 
Transkriptionsfaktoren vorhanden, die durch IFN-γ reguliert werden.  
So gibt es bei -945bp, -908bp, -432bp und -419bp mögliche Bindestellen für den 
Transkriptionsfaktor C/EBP (CCAAT/Enhancer Bindeprotein) mit der Konsensus-Sequenz 
5’-TTNNGNAAT-3’ (Johnson und Williams, 1994).  
An humanen Haut-Fibroblasten wurde gezeigt, daß die transkriptionelle Aktivität des  
α2 (I) Prokollagen (COL1A2) Gens durch IFN-γ gehemmt wurde, und daß diese 
Hemmung über den Transkriptionsfaktor C/EBPβ, ein Mitglied der CCAAT/Enhancer 
Bindeprotein Familie, vermittelt wurde (Ghosh et al., 2006). Die Aktivierung des C/EBPβ 
und damit die Hemmung der Promotor-Aktivität des COL1A2 Gens erfolgte, indem IFN-γ 
die ERK1/2 MAP-Kinase und diese wiederum den Transkriptionsfaktor C/EBPβ durch 
Phosphorylierung aktivierte.  
Ein Vergleich der Daten von Ghosh et al. (2006) und Ikeda et al. (1999) führt zu der 
Überlegung, ob die transkriptionelle Hemmung des AT1a-Rezeptor Gens auch über C/EBP 
und dessen Aktivierung durch die ERK1/2 MAP-Kinase vermittelt wird. Dafür würde 
sprechen, daß potentielle C/EBP-Bindestellen vorliegen und daß IFN-γ keine hemmende 
Wirkung mehr auf die Promotor-Aktivität ausübte, wenn die ERK1/2 MAP-Kinase 
 75 
4.   DISKUSSION                          
inhibiert wurde (Ikeda et al., 1999). Im Promotor des AT1a-Rezeptor Gens sind neben den 
potentiellen C/EBP-Elementen auch potentielle GAS-Elemente (gamma interferon 
activated site) vorhanden, die bei -863bp, -723bp, -569bp, -544bp, -503bp, -367bp und  
-343bp lokalisiert sind (Ikeda et al., 1999).  
Diese GAS-Elemente vermittelten z.B. die transkriptionelle Hemmung des Perlecan Gens 
(Heparansulfat-Proteoglykan) durch IFN-γ (Sharma und Iozzo, 1998). Auch die 
Arbeitsgruppe Ramana et al. (2000) schrieb einem GAS-Element im Promotor des c-myc 
Gens eine große Rolle bei der transkriptionellen Hemmung durch IFN-γ zu. An diese 
GAS-Elemente bindet der Transkriptionsfaktor STAT1 (signal transducer and activator of 
transcription). STAT1 wird durch die Tyrosin Kinase Jak-2 (Janus Kinase) aktiviert und 
erreicht seine maximale Aktivität durch Phosphorylierung an Tyrosin701 und Serin727 
(Wen et al., 1995). Ikeda et al. (1999) zeigten in ihrer Arbeit, daß sowohl eine Blockade 
des ERK1/2 MAP-Kinase abhängigen Signalweges (Serin-Threonin-Tyrosin-Kinase) als 
auch eine Hemmung des Jak-2 abhängigen Signalweges dazu führten, daß IFN-γ seine 
hemmende Wirkung auf die Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens verlor.  
Nun stellt sich die Frage, ob die transkriptionelle Hemmung des AT1a-Rezeptor Gens über 
STAT1 vermittelt wird und in welchem Bezug STAT1 zu der Tyrosin-Kinase Jak-2 und 
der ERK1/2 MAP-Kinase steht. 
In weiterführenden Versuchen muß geklärt werden, ob die potentiellen C/EBP-Elemente 
und GAS-Motive bei der Hemmung der Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens durch 




Die Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor-Gens wurde desweiteren auch durch TNF-α 
gehemmt (s. Abb. 3.19). Die transkriptionelle Aktivität des Konstrukts p3,55kb wurde 
durch TNF-α auf 49% gehemmt; bei den Konstrukten p1,55kb und p0,20kb wurde die 
Aktivität auf jeweils 69% herabreguliert; auf die Aktivität des 75bp großen Promotors 
hatte TNF-α keinen Einfluß.  
Goodwin et al. (2007) beschrieben in ihrer Arbeit eine transkriptionelle Hemmung des 
Arginin-Succinat-Synthase Gens durch TNF-α; eine große Bedeutung kam dabei dem 
Transkriptionsfaktor Sp1 zu. Anhand eines Gelshift Assays wurde gezeigt, daß TNF-α eine 
reduzierte Bindung des Transkriptionsfaktors Sp1 an ein Sp1-Element im Promotor zur 
Folge hatte, das in ersten 189bp des Promotors lokalisiert ist. Durch Mutation dieser 
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relevanten Sp1-Sequenz im Promotor wurde zum einen die basale Aktivität auf ca. 4% 
gehemmt, zum anderen wurde die transkriptionelle Aktivität durch TNF-α nicht mehr 
beeinflußt.  
Einen teilweisen Verlust der basalen Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens zeigten 
Kambe et al. (2004), wenn eine der beiden Sp1-Elemente, (-98bp bis -79bp und  
-58bp bis -34bp) mutiert wurde. Eine Mutation beider Sp1-Motive hatte einen größeren 
Verlust der basalen Promotor-Aktivität zur Folge. 
Auch in dieser Arbeit sah man einen Verlust der basalen Promotor-Aktivität des 
Konstrukts p0,075kb: der 75bp große Promotor enthält im Vergleich zu den anderen 
Promotor-Längen nur noch die Sp1-Bindestelle bei -58bp bis -34bp. Der 200bp große 
Promotor im Konstrukt p0,20kb, der noch beide Sp1-Elemente enthält, wies eine genauso 
hohe basale Aktivität auf wie die 1,55kb und 3,55kb großen Promotoren und ließ sich 
durch TNF-α in seiner Aktivität hemmen.  
Möglicherweise erfolgte die durch TNF-α bedingte transkriptionelle Hemmung des AT1a-
Rezeptor Gens durch eine herabregulierte Bindung des Transkriptionsfaktors Sp1 an das 
Sp1-Motiv bei -98bp bis -79bp. 
TNF-α kann eine Hemmung der Promotor-Aktivität aber auch über eine CRE-Bindestelle 
(cAMP responsive element) ausüben. So zeigten Todorov et al. (2004), daß die transkrip-
tionelle Hemmung des Renin Gens über NF-кB vermittelt wurde, wobei dieser Transkrip-
tionsfaktor nicht an ein typisches NF-кB-Element, sondern an ein CRE-Motiv band. 
Eine Untersuchung der Promotor Sequenz des AT1a-Rezeptor Gens mit der Software von 
Genomatix MatInspector zeigte ein potentielles CRE-Motiv bei -1202bp bis -1222bp auf. 
In der Arbeit von Greenwel et al. (2000) wurde die TNF-α bedingte transkriptionelle Hem-
mung des α2 (I) Prokollagen (COL1A2) Gens über ein C/EBP-Element reguliert. Dieses 
C/EBP-Motiv vermittelte auch die transkriptionelle Hemmung durch IFN-γ (Ghosh et al., 
2006).  
Wie bereits erwähnt, sind im Promotor des AT1a-Rezeptor Gens potentielle C/EBP-
Elemente vorhanden. 
In weiterführenden Experimenten muß durch weitere Deletions- und Mutations-Konstrukte 
des AT1a-Rezeptor Promotors geklärt werden, ob TNF-α die Hemmung der 
transkriptionellen Aktivität über die potentiellen Bindestellen Sp1, CRE bzw. C/EBP 
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NO 
Die Promotor-Aktivität des AT1a-Rezeptor Gens wurde neben den beiden Zytokinen IFN-γ 
und TNF-α auch durch NO gehemmt. 
Die Promotor-Aktivitäten der Konstrukte p3,55kb, p1,55kb, p0,20kb bzw. p0,075kb 
wurden jeweils auf 31%, 34%, 48% bzw. 85% unterdrückt (s. Abb. 3.20).  
Ichiki et al. (1998) fanden in den ersten 61bp des AT1a-Rezeptor Promotors eine transkrip-
tionelle Hemmung auf unter 50% durch NO. Diese Hemmung war viel stärker ausgeprägt 
als die Hemmung der transkriptionellen Aktivität des Konstrukts p0,075kb in dieser 
Arbeit. Eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied könnte die sehr niedrige basale 
Promotor-Aktivität von p0,075kb sein, womit eine weitere Hemmung durch NO kaum 
sichtbar gemacht werden konnte. 
Ichiki et al. (1998) zeigten mittels eines Gelshift-Assays das Fehlen eines Proteins in NO-
behandelten Zellen, welches in den Kontroll-Zellen regulär in der proximalen Promotor-
region (in den ersten 61bp) gebunden vorlag. Möglicherweise war die fehlende Bindung 
dieses Proteins an den proximalen Promotor verantwortlich für die gehemmte Promotor-
Aktivität durch NO. 
Stickstoffmonoxid verminderte ebenso die Promotor-Aktivität des ICAM-1 Gens 
(intercellular adhesion molecule-1), indem die Bindung der Transkriptionsfaktoren Sp1 
und AP-1 (activator protein-1) an deren regulatorische Sequenzen im Promotor blockiert 
wurden (Berendji-Grün et al., 2001). 
Der Promotor des AT1a-Rezeptor Gens enthält eine Sp1-Bindestelle bei -58bp bis -34bp. 
Vielleicht ist es der Transkriptionsfaktor Sp1, der bei Behandlung der glatten 
Gefäßmuskelzellen mit NO nicht mehr an den Promotor gebunden hat (Ichiki et al., 1998), 
und so die Promotor-Aktivität herabreguliert wurde. 
Wie bereits erwähnt, wurde die transkriptionelle Aktivität des 1,55kb großen Promotors 
auf 34%, die des 200bp großen Promotors dagegen auf 48% gehemmt. 
Es wäre möglich, daß eine weitere regulatorische Sequenz zwischen -1550bp und -200bp 
existiert, über die zusätzlich eine Hemmung durch NO vermittelt wird. 
So gibt es bei -389bp eine potentielle AP-1 Bindestelle, die bei der NO-vermittelten 
Hemmung der Promotor-Aktivität des ICAM-1 Gens eine Rolle spielte. 
Starzynski et al. (2006) beschrieben eine NO-abhängige Hemmung der Promotor-Aktivität 
des IRP-1 Gens (iron regulatory protein 1), die durch eine Herabregulation der Protein 
Abundanz von STAT5a und STAT5b (diese Transkriptionsfaktoren gehören zur Familie 
der STAT Proteine) und deren gehemmte Bindung an ein GAS-Element zustandekam.  
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Diese potentiellen GAS-Motive sind auch im Promotor des AT1a-Rezeptor Gens 
vorhanden (Ikeda et al., 1999). 
In weiterführenden Versuchen muß daher, wie auch bei den Promotorstudien unter dem 
Einfluß von IFN-γ und TNF-α, mit Hilfe von Deletions- und Mutations-Konstrukten 
geklärt werden, ob die erwähnten potentiellen Bindestellen eine Rolle spielen, oder ob 
ganz andere Motive für die NO-vermittelte Hemmung der Promotor-Aktivität 
verantwortlich sind. 
 
4.3   AT1-Rezeptor vermittelte Ca2+-Freisetzung 
 
Angiotensin II bewirkt durch Stimulation von AT1-Rezeptoren an glatten Gefäßmuskel-
zellen eine Vasokonstriktion. Der AT1-Rezeptor ist über ein Gq-Protein an eine 
Phosphoinositid-spezifische Phospholipase C (PLC) gekoppelt. Diese spaltet 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), wobei die second messenger Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) entstehen. IP3 wiederum setzt Kalzium 
aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) frei, was einen Anstieg der freien 
intrazellulären Ca2+-Konzentration zur Folge hat. Anschließend wird die Myosin-
Leichtkettenkinase über den Komplex Ca2+/Calmodulin aktiviert, was schließlich eine 
Kontraktion der glatten Muskulatur zur Folge hat. 
Ausgehend von den Befunden, daß während Sepsis zum einen die Blutdruckantwort auf 
Angiotensin II reduziert war (Tarpey et al., 1998) und zum anderen in vivo Daten belegen, 
daß die Expression des AT1-Rezeptors sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene 
herabreguliert war (Bucher et al., 2001), sollte in dieser Arbeit auf zellulärer Ebene geklärt 
werden, ob eine Behandlung der glatten Gefäßmuskelzellen mit der Zytokin-Kombination 
aus IL-1β, IFN-γ und TNF-α und der daraus resultierenden verminderten mRNA-
Abundanz des AT1-Rezeptors auch eine reduzierte Ca2+-Freisetzung zur Folge hat. 
In der Tat zeigte sich, daß Angiotensin II in glatten Gefäßmuskelzellen, die zuvor mit dem 
Zytokin-Mix behandelt wurden, im Gegensatz zu unbehandelten Zellen keine Ca2+-
Freisetzung bewirkte (s. Abb. 3.22). 
Dies könnte eine sehr gute Erklärung dafür sein, daß Angiotensin II bei Sepsis eine 
verminderte Blutdruckantwort zeigt.  
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Während Sepsis ist die Blutdruckwirksamkeit des vasokonstriktiven Hormons  
Angiotensin II deutlich reduziert. Der Mechanismus dieser vaskulären Hyporeaktivität auf 
Angiotensin II, auch Vasoplegie genannt, ist derzeit nicht schlüssig bekannt. 
Untersuchungen am Tiermodell haben gezeigt, daß nach Induktion einer Gram-negativen 
Sepsis die Expression der AT1-Rezeptoren unterdrückt war. Möglicherweise liegt die 
verminderte Blutdruckwirksamkeit von Angiotensin II während Sepsis daher an einer 
veränderten Genexpression der AT1-Rezeptoren. 
Deshalb war es Ziel dieser Arbeit, die Regulation des AT1a-Rezeptors durch Sepsis-
typische Mediatoren wie proinflammatorische Zytokine und Stickstoffmonoxid auf 
zellulärer Ebene näher zu charakterisieren.  
Als in vitro-Modell wurden in dieser Arbeit primäre glatte Gefäßmuskelzellen aus der 
Aorta der Ratte verwendet. Die Zytokine TNF-α und IFN-γ wie auch Stickstoffmonoxid 
führten zu einer Herabregulation der mRNA-Expression des AT1a-Rezeptors, während  
IL-1β keinen Einfluß auf die Expression der AT1a-Rezeptor mRNA hatte. Verschiedene 
Kombinationen dieser drei Zytokine führten alle zu einer Hemmung der Expression, wobei 
die Herabregulation der AT1a-Rezeptor mRNA Expression durch die Kombination aus den 
drei Zytokinen am stärksten ausfiel. 
Es ist bekannt, daß die proinflammatorischen Zytokine TNF-α, IFN-γ und IL-1β u.a. den 
Transkriptionsfaktor NF-кB und die drei wichtigsten MAP-Kinasen - die p42/44, die 
SAPK/JNK und die p38 - aktivieren. Die in dieser Arbeit erhobenen Befunde zeigen aber, 
daß diese bei der Hemmung der AT1a-Rezeptor mRNA Expression durch Zytokine wohl 
keine Rolle spielen. 
Ferner konnte eine Destabilisierung der AT1a-Rezeptor mRNA für die Zytokin- und NO- 
vermittelte AT1a-Rezeptor Genexpression ausgeschlossen werden. Weiterführende 
Versuche haben ergeben, daß die verminderte mRNA Expression durch die Zytokine  
TNF-α und IFN-γ wie auch durch Stickstoffmonoxid auf einer Hemmung der 
transkriptionellen Aktivität des AT1a-Rezeptor Promotors beruht. Anhand von Promotor-
Reporter-Konstrukten konnten die jeweiligen regulatorischen Sequenzen eingegrenzt 
werden. 
Desweiteren wurde in den glatten Gefäßmuskelzellen die Ca2+-Freisetzung aus dem 
endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol durch Angiotensin II untersucht. In dieser Arbeit 
konnte gezeigt werden, daß Angiotensin II in Zellen, die zuvor mit dem Zytokin-Mix 
behandelt wurden, im Gegensatz zu unbehandelten Zellen keine Ca2+-Freisetzung 
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bewirkte. Dies könnte eine sehr gute Erklärung dafür sein, daß Angiotensin II bei Sepsis 
eine verminderte Blutdruckantwort zeigt. 
In weiterführenden Versuchen muß mit Hilfe von weiteren Deletionen und Mutationen des 
AT1a-Rezeptor Promotors geklärt werden, über welche regulatorischen Sequenzen die 
Hemmung der transkriptionellen Aktivität durch TNF-α, IFN-γ und Stickstoffmonoxid 
vermittelt wird, und welche Signalwege dafür verantwortlich sind.  
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Abb.     Abbildung 
Act. D   Actinomycin D 
Amp     Ampicillin 
AP-1     Aktivator Protein-1 
AT1aR   AT1a-Rezeptor 
ATP      Adenosin-5’-triphosphat 
AVSMC     Aortic Vascular Smooth Muscle Cells 
 
bp     Basenpaar(e)  
B
 
SA     Bovines Serumalbumin 
C     Cytosin 
ca.      circa 
cAMP    zyklisches Adenosinmonophosphat 
CD     cluster of differentiation 
CD14    cluster of differentiation 14 
cDNA     copy-Desoxyribonukleinsäure 
CREB     cAMP response element-binding 
 
Da     Dalton 
DETA-NO  (Z)-1-[2-(2-Aminoethyl)-N-(2-ammonioethyl)amino]diazen-1-ium-
   1,2-diolate // DETA NONOate // NOC-18 
DMEM  Dulbecco’s modified Eagle Medium  
DMSO  Dimethylsulfoxid  
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNase    Desoxyribonuklease 
dNTP    2-Desoxy-Nukleosid-Triphosphat 
 
E. coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiaminotetraessigsäure 
Elk-1    Elk1 member of ETS oncogene family  
E
 
tOH     Ethanol 
FCS     fetales Kälberserum 
 
g    Gramm 
G     Guanin 
G
 
APDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
h     Stunde 
 
IFN-γ   Interferon-γ 
I-кB     Inhibitorprotein кB  
IL-1β    Interleukin-1β 
iNOS    induzierbare NO-Synthase 
IRAK    IL-1 Rezeptor assoziierte Kinase 
kb     Kilobasenpaar(e) 
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L     Liter 
LB     Luria Broth  
LBP    Lipopolysaccharid-bindendes Protein 
L-NAME    L-Nitrosoaminomethylester 
LPS    Lipopolysaccharid 
 
M    Molar 
MAPK     Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAP-Kinase) 
μg    Mikrogramm  
μL   Mikroliter 
mg     Milligramm  
mL    Milliliter 
mM     Millimolar 
min    Minute 
M-MLV    Murine-Moloney-Leukemia-Virus 
μmol    Mikromol 
mRNA    messenger-Ribonukleinsäure 
M
 
yD88  Myeloid-Differenzierungsprotein  
NF-кB    Nuklear Faktor кB 
ng     nanogramm 
NO     Stickstoffmonoxid 
N
 
OS II   induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase, iNOS 
ODx     optische Dichte bei einer Wellenlänge x nm   
p     Irrtumswahrscheinlichkeit 
PCR     Polymerase Kettenreaktion 
PDTC    Pyrrolidin-Dithiocarbamat 
PG   Peptidoglykan 
 
rpm     Umdrehungen pro Minute 
R
 
T    Raumtemperatur 
sec    Sekunde 
SEM    Standardabweichung des Mittelwerts 
siRNA   small interfering RNA 
SIRS    Systemic Inflammatory Response Syndrome 
S
 
NAP    S-Nitroso-N-Acetyl-DL-Penicillamin 
T     Thymidin  
Taq     DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus 
TLR-4   Toll-like-Rezeptor 4 
TNF-α   Tumor Nekrose Faktor-alpha 
TRAF6   TNF Rezeptor assoziierter Faktor 6 
t
 
RNA    transfer-RNA 
U     Unit 
u.a.   unter anderem 
ÜN     über Nacht 
U
 
V     ultravioletter Bereich elektromagnetischer Strahlung 
Vol     Volumen 
 
X-Gal    5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galaktopyranosid 
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